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Na področju farmacevtskega razvoja, proizvodnje in zagotavljanja kakovosti obstaja danes 
veliko priložnosti za uporabo različnih orodij analiznih tehnologij, zato so ta v zadnjem 
času v farmacevtski industriji vse bolj razširjena. Implementacijo načrtovanja procesov in 
samo proizvodnjo izdelkov z orodji procesno analiznih tehnologij vzpodbujajo pristojni 
organi na področju farmacevtske industrije. Proces liofilizacije ali sušenja z zamrzovanjem 
je zelo kompleksen, zato je v razvoju liofilizata bistvenega pomena kakovostno 
načrtovanje in poznavanje procesa. Postopek liofilizacije je tudi energijsko zelo potraten in 
uporaba orodij procesno analiznih tehnologij v njegovi optimizaciji ima veliko prednosti. 
V magistrski nalogi smo preučevali vpliv formulacijskih (izbira izotoničnega sredstva in 
izbira sredstva za uravnavanje pH-vrednosti) in procesnih (vpeljava dvofaznega 
zamrzovanja in volumen polnitve) parametrov na kritične lastnosti liofilizata (vsebnost 
rezidualne vode, specifična površina, čas rekonstitucije in stabilnost liofilizatov). Z 
multivariatno analizo podatkov smo postavili model za napoved vsebnosti vode v 
liofilizatih z bližnjo infrardečo spektroskopijo.  
Ugotovili smo, da na kritične lastnosti liofilizatov vplivajo tako formulacijski kot procesni 
parametri ter kombinacije le-teh, prav tako pa kritične lastnosti liofilizatov vplivajo ena na 
drugo. Opazili smo, da imata na vsebnost rezidualne vode izmed opazovanih parametrov 
največji vpliv volumen polnitve in izbira izotoničnega sredstva, na specifično površino pa 
vpeljava dvofaznega zamrzovanja. Specifična površina je povezana tudi z vsebnostjo vode 
in časom rekonstitucije produktov. Vpeljava dvofaznega zamrzovanja vpliva tudi na čas 
rekonstitucije in izgled pogače liofilizatov po obremenitvi, le-ta pa je še povezan z 
vsebnostjo rezidualne vode v liofilizatih. Za razumevanje kompleksnih povezav med 
omenjenimi parametri je zelo uporabna in pomembna uporaba multivariatnih orodij za 
načrtovanje, zbiranje in analizo podatkov.  
V nadaljevanju smo z metodo najmanjših kvadratov postavili model za spremljanje 
rezidualne vode v liofilizatih z bližnjo infrardečo spektroskopijo. Vsebnost vode v 
liofilizatu sodi med kritične lastnosti produkta, pomembna pa je tudi dinamika sublimacije 
in desorpcije med samim procesom. Hitra metoda za napoved vsebnosti vode, kot je 
bližnja infrardeča spektroskopija, je lahko ob premišljeni uporabi pomembno orodje za 
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načrtovanje robustnega procesa, spremljanje samega procesa ter zagotavljanje zahtevane 
kakovosti produktov. 
Ključne besede: procesno analizne tehnologije, liofilizacija, formulacijski parametri, 





Today there are many opportunities to use various tools of process analytical technologies 
in pharmaceutical development, manufacturing and quality assurance. The use of process 
analytical technology tools is encouraged by the regulatory organs in pharmaceutical 
industry. Since freeze drying is a very complex process, understanding the process and 
quality planning is the key for a successful development of a freeze-dried product. Since 
freeze drying process is very energy consuming the use of process analytical technologies 
is of great importance in its optimization. 
In this master's thesis we studied the impact of critical formulation (the choice of isotonic 
agents and ingredients for pH adjustment) and process (addition of the annealing step and 
different filling volumes) parameters on lyophilisate's quality attributes (residual moisture 
content, specific surface area, reconstitution time and stability of the final product). Using 
multivariate data analysis we developed a prediction model for water content 
determination. We concluded that critical formulation and process parameters, both, have 
an impact on lyophilisate's quality attributes as well as these quality attributes also have an 
impact on each other. We noted that filling volume and choice of an isotonic agent have 
the greatest impact on residual water content in the final product. Specific surface area is 
influenced mostly by the addition of the annealing step and is also connected to residual 
water content and reconstitution time. Addition of annealing step has an impact on 
reconstitution time as well as on stability of the lyophilisates which also depends on 
residual water content. To properly understand all the relationships among the mentioned 
parameters the use of multivariate tools for design, data acquisition and analysis is of great 
importance. 
Furthermore we used partial least squares method to develop a model for prediction of 
water content using near infrared spectroscopy. Water content is one of the critical quality 
attributes of the freeze-dried product and also the dynamics of water sublimation and 
desorption during freeze drying process are important. Near infrared spectroscopy being a 
fast method for water content determination can be an important tool for designing a robust 
process, process monitoring and quality assurance of a final product. 
Key words: process analytical technologies, lyophilization, formulation parameters, filling 




A oznaka za cikel z dvofaznim zamrzovanjem 
BET Brunauer-Emmett-Teller  
CMA kritični parametri vstopnih surovin 
CPP kritični procesni parametri 
CQA kritične lastnosti produkta  
DoE načrtovanje eksperimentov 
DSC diferenčna dinamična kalorimetrija 
FDA Uprava ZDA za hrano in zdravila 
FDM mikroskopija z zamrzovanjem in sušenjem 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
ICH The International Council for Harmonisation of Technical Requirements 
for Pharmaceuticals for Human Use 
KF Karl Fischer 
M molarnost 
MHH manitol hemihidrat 
MTM manometrično merjenje temperature produkta 
MVA multivariatna analiza podatkov 
NIRS bližnja infrardeča spektroskopija 
PAT procesno analizne tehnologije 
PC glavna komponenta 
PCA metoda glavnih komponent 
PLS metoda najmanjših kvadratov 
QbD pristop z vgrajeno kakovostjo 
QTPP tarčni profil kakovost za končni produkt 
RMSE koren srednje kvadratne napake 
SNV standardna normalna spremenljivka 
SSA specifična površina 
Tc temperatura kolapsa 
Tg temperatura steklastega prehoda 
Tt temperatura tališča 
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1.1 PODROČJA UPORABE TER PREDNOSTI IN SLABOSTI 
PROCESA 
Liofilizacija ali sušenje z zamrzovanjem je farmacevtskotehnološki postopek sušenja, pri katerem 
topilo iz zamrznjenega vzorca raztopine (disperzije) odstranimo s sublimacijo pri znižanem tlaku. 
Liofilizat, ki pri tem nastane, ima veliko poroznost in nizko vsebnost vode (1, 2). Izraz 
»liofilizacija« izhaja iz grščine in je sestavljanka besed »lyo«, kar pomeni »raztopiti« in »philos«, 
kar pomeni »ljubljen«. Izraz sam torej poudarja pomembno lastnost končnega produkta, ki se 
zaradi svoje narave ob ponovnem dodatku topila zelo hitro raztopi (3, 4, 5). Začetki raziskovanja in 
razvoja sušenja z zamrzovanjem segajo v konec 19. stoletja in začetek 20. stoletja, ko so na tak 
način konzervirali serume, viruse in bakterije. Liofilizacijo so v industrijskem merilu začeli 
uporabljati po 2. svetovni vojni, ko so koristi v procesu videli predvsem na področjih farmacije, 
medicine in veterine. Kasneje se je uporaba razširila med drugim tudi na področja kemijske in 
prehrambne industrije (1, 4, 6). V farmacevtski industriji se liofilizacija uporablja za pripravo 
farmacevtskih oblik za parenteralno uporabo (liofilizat za raztopino za infundiranje, liofilizat za 
raztopino za injiciranje, liofilizat za suspenzijo za injiciranje), za pripravo tekočih farmacevtskih 
oblik za peroralno uporabo (liofilizat za suspenzijo) in za pripravo trdnih farmacevtskih oblik za 
peroralno uporabo (peroralni liofilizat) (7). Z liofilizacijo pa lahko pridobivamo tudi amorfne 
oblike zdravilnih učinkovin in pomožnih snovi. 
1.1.1 Prednosti 
• Liofilizacija poteka pri nizkih temperaturah, zaradi česar lahko sušimo tudi temperaturno 
občutljive snovi. Pri nizkih temperaturah sta rast mikrobov in delovanje encimov v bioloških 
vzorcih minimalna (3, 4, 8). Vakuum oz. znižan tlak ščiti snovi pred oksidacijo med procesom 
(8).  
• Možnost uporabe organskih sotopil (npr. terciarni butanol) omogoča uporabo procesa 
liofilizacije tudi za zdravilne učinkovine (ZU), ki se bolje topijo v organskih topilih (9). 
• Začetni vzorec je pred in med razpolnjevanjem v viale raztopina, kar zagotavlja boljšo 
homogenost vsebnosti ZU v liofilizatih (10). 
• Rezultat sušenja z zamrzovanjem je produkt z veliko specifično površino, ki je visoko porozen 
in ima kratek čas rekonstitucije (3). 
• Liofilizat je produkt z izboljšano stabilnostjo – v trdnem agregatnem stanju ne pride do 
sprememb snovi ali pa so te reakcije dovolj upočasnjene, da omogočajo realen rok uporabnosti, 
k dolgoročni stabilnosti pa pomembno vpliva tudi dejstvo, da je vsebnost vode v liofilizatu zelo 
nizka (8, 11). 
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• Rokovanje z vzorcem med transportom in skladiščenjem ni zahtevno, poleg tega pa produkt 
tudi ni temperaturno občutljiv. Zaradi manjše mase končnega produkta v primerjavi z začetnim 
vzorcem so stroški transporta nižji (3, 8, 11).  
• Liofilizacijo lahko izvajamo v sterilnih (aseptičnih) pogojih, kar omogoča izdelavo sterilnih 
produktov (8). 
1.1.2 Slabosti 
• V primerjavi s konvencionalnim sušenjem porabi sušenje z zamrzovanjem trikrat več energije 
in je tudi veliko počasnejše, saj lahko traja tudi do nekaj tednov (4, 12). Stroški proizvodnje so 
visoki in optimizacija je zahtevna (1, 3). 
• Posebno previdni moramo biti pri sušenju hlapnih komponent, ki se lahko zaradi vakuuma 
odstranijo iz vzorca (8). 
• Pri pripravi sterilnih izdelkov lahko pride do težav pri zagotavljanju sterilnosti sušilne komore 
med procesom liofilizacije in neposredno pred začetkom procesa (zagotavljanje sterilnosti med 
nalaganjem vzorcev v komoro liofilizatorja) (8). 
1.2 FAZE SUŠENJA Z ZAMRZOVANJEM 
Postopek liofilizacije poteka v treh fazah in je prikazan na sliki 1.  
 
Slika 1: Potek liofilizacije 
1.2.1 Faza zamrzovanja 
Faza zamrzovanja v procesu liofilizacije nastopi prva in traja nekaj ur. Cilj zamrzovanja je s tvorbo 
ledu ločiti topilo od topljenca, rezultat česar je stabilna zamrznjena struktura vzorca (1, 13). Potek 
zamrzovanja vpliva na število, obliko in velikost kristalov. Hitrosti sublimacije med primarnim 
sušenjem in desorpcije topila med sekundarnim sušenjem sta direktno odvisni od morfologije 
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kristalov ledu. Spremembe v vzorcu med zamrzovanjem tako vplivajo na potek primarnega in 
sekundarnega sušenja in s tem na kakovost končnega produkta (11).  
1.2.1.1 Podhladitev in nukleacija 
V fazi zamrzovanja raztopino najprej podhladimo, nato se začne primarna nukleacija, ki ji sledi 
kristalizacija ledu. Podhladitev raztopine pomeni, da se nukleacijska jedra ledu začnejo tvoriti pod 
ravnotežno temperaturo zmrzišča. Razlika med temperaturo, pri kateri se začne tvorba 
nukleacijskih jeder, in ravnotežno temperaturo zmrzišča pa je stopnja podhladitve. Podhladitev je 
pojav, ki ga med zamrzovanjem vedno opazimo in je nujno potreben za začetek primarne 
nukleacije. Primarna nukleacija je definirana kot začetek tvorbe nukleacijskih jeder ledu, ki se 
začnejo tvoriti zaradi prisotnih trdnih nečistoč, kot so trdni delci, ki so »kontaminirali« raztopino 
ali lastnosti sten vial. Takšno nukleacijo imenujemo heterogena nukleacija. Primarni nukleaciji 
sledi hitra rast že obstoječih nukleacijskih jeder oz. kristalov ledu. Začetek kristalizacije ledu 
določimo v točki, ko se temperatura produkta na diagramu v odvisnosti od časa (slika 2) hitro 
približa ravnotežni temperaturi zmrzišča (točka C). Temperatura vzorca naraste, ker je nastanek 
ledu eksotermen proces, pri čemer se sprošča toplota. To odvečno toploto odstranjujemo z 
nadaljnjim ohlajevanjem polic liofilizatorja (od točke C do točke D). Ko je zamrzovanje končano, 
temperatura vzorca ponovno pade (točka E) (1, 11).   
 
Slika 2: Temperaturni profil vzorca med zamrzovanjem (11) 
Stopnja podhladitve vpliva na število jeder ledu, hitrost rasti kristalov ledu in njihovo velikost ter je 
odvisna od hitrosti ohlajanja raztopine. Pri hitrejšem ohlajanju vzorca pride do večje stopnje 
podhladitve, zaradi česar je nukleacija hitrejša in tvorijo se manjši kristali ledu. Pore, nastale med 
sublimacijo, so manjše in mreža por je gostejša. Posledično je migracija molekul vode med 
sublimacijo otežena, zato se podaljša čas primarnega sušenja. Rezultat počasnejšega ohlajanja 
raztopine je manjša stopnja podhladitve, ki vodi do počasnejše nukleacije in nastanka manjšega 
števila kristalizacijskih jeder, ki pa zaradi prenasičenja raztopine hitreje rastejo in so zato kristali 
večji. Primarno sušenje je v slednjem primeru hitrejše, saj se med sublimacijo tvorijo večje pore, ki 
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med sušenjem molekulam vode  olajšajo prehod skozi zgornje plasti produkta (8, 11, 14). Na 
stopnjo podhladitve vpliva tudi koncentracija topljencev, pri čemer pride pri raztopinah z visoko 
koncentracijo topljencev do manjše stopnje podhladitve (11). 
1.2.1.2 Kristalizacija in vitrifikacija 
Pri liofilizacijskem procesu mora med zamrzovanjem priti do nastanka dveh faz – prvo 
predstavljajo kristali ledu, drugo pa vse bolj koncentrirana raztopina v medprostorih le-teh. Do tega 
pride, kadar voda kristalizira v heksagonalnem skladu, saj se večina topljencev ne more ujeti v 
takšno strukturo kristalov ledu. Zaradi nenehnega naraščanja koncentracije topljencev v 
medprostorih kristalov ledu pride nad kritično koncentracijo ali do evtektičnega zamrzovanja ali 
vitrifikacije. V točki, ko je raztopina nasičena, nastane zaradi kristalizacije topljencev iz te 
raztopine evtektična zmes. Celoten vzorec bo v trdnem agregatnem stanju pri temperaturah, nižjih 
od evtektične temperature. Pri tem zamrzne skoraj vsa voda iz raztopine in pride do kristalizacije 
topljencev. V praksi pride v večini primerov med zamrzovanjem do prenasičenja raztopine, kar 
lahko prepreči kristalizacijo. V tem primeru se viskoznost nezamrznjenega dela raztopine s časom 
povečuje, to pa upočasni in lahko posledično tudi ustavi kristalizacijo ledu iz raztopine. Pojavu 
pravimo vitrifikacija, do katere pride v območju temperature steklastega prehoda amorfne snovi. V 
tem temperaturnem območju se viskoznost raztopine zelo poveča, s tem pa se zelo upočasni prosto 
gibanje molekul topljenca v raztopini. Medprostore vzorca sestavljata trdna raztopina in 
zamrznjena voda v amorfnem stanju, kar pomeni, da so molekule vode razporejene neurejeno in ne 
tvorijo kristalne mreže. V tem primeru je potrebno sekundarno sušenje, medtem ko se v primeru 
kristalizacije večinoma vsa voda iz vzorca odstrani že med primarnim sušenjem (11). Zamrzovanje 
se začne na dnu viale, ki je v direktnem stiku s hladilno polico, zato je pomembno, da pri 
načrtovanju procesa upoštevamo tudi polnilni volumen (višino raztopine v viali oz. razmerje med 
volumnom in površino dna viale) (3). 
1.2.1.3 Dvofazno zamrzovanje 
Primarna nukleacija se v fazi zamrzovanja začne zaradi prisotnosti trdnih nečistoč v sistemu, kar je 
težko nadzorovati. Zaradi razlik v prisotnosti trdnih »kontaminantov« v posameznih vialah lahko 
posledično pride do velikih razlik v strukturi pogače med vialami in do razlik v poteku 
zamrzovanja in primarnega sušenja. Heterogenost vzorcev med zamrzovanjem lahko zmanjšamo z 
modifikacijo faze zamrzovanja (11). Z dvofaznim zamrzovanjem, ki je modificirana metoda 
zamrzovanja, lahko dosežemo popolno kristalizacijo topljencev in spremenimo kristalno strukturo 
ledu (preferenčna je kristalizacija v heksagonalni sklad) (1). Med dvofaznim zamrzovanjem vzorec 
po tem, ko je zamrznjen (temperatura polic liofilizatorja je dosegla končno temperaturo), segrejemo 
na temperaturo dvofaznega zamrzovanja (temperatura »annealinga«), ki je višja od temperature 
steklastega prehoda in nižja od temperature tališča »raztopine« (slika 3). Pride do delnega taljenja 
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ledu, zniža se viskoznost vzorca in poveča mobilnost vodnih molekul v neurejeni strukturi 
zamrznjene vode. Med ponovnim znižanjem temperature na končno temperaturo zamrzovanja 
pride do Ostwaldove rasti kristalov ledu, pri čemer se na račun manjših kristalov tvorijo večji (11). 
Odprejo in povečajo se tudi pore na površini pogače in prepreči se tvorba skorje. Posledično sta 
sublimacija in primarno sušenje hitrejša ter čas trajanja cikla krajši (1, 11). Produkt pa ima manjšo 
specifično površino, kar ovira sekundarno sušenje, zato se cikel lahko tudi podaljša (1). Z vpeljavo 
dvofaznega zamrzovanja v fazo zamrzovanja lahko dosežemo tudi popolno kristalizacijo nekaterih 
pomožnih snovi, kot je npr. manitol, in s tem izboljšamo stabilnost liofilizatov. Nepopolna 
kristalizacija pomožnih snovi namreč vodi v ostanek njihove fizikalno nestabilne amorfne oblike, 
ki lahko v svojih porah vsebuje rezidualno topilo, kar pa v primeru sprostitve vode iz amorfne faze 
pomeni nestabilnost (kemijsko in fizikalno) produkta med shranjevanjem (1, 13).  
 
Slika 3: Primer temperature polic med procesom liofilizacije I - Zamrzovanje, II - Dvofazno zamrzovanje, III - Primarno 
sušenje, IV - Sekundarno sušenje (1) 
Pričakovali bi torej, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja zaradi manjše specifične površine 
liofilizata podaljša čas rekonstitucije, a nekateri raziskovalci (npr. 15) tega niso potrdili. Beech in 
sodelavci (15) so v svojem raziskovalnem delu ugotavljali vpliv hitrosti zamrzovanja (zamrzovanje 
s potopitvijo v tekoči dušik in zamrzovanje na policah s hitrostjo 0,5 °C/min) in vpeljave 
dvofaznega zamrzovanja na rekonstitucijski čas liofilizata. Dobljene razlike v rekonstitucijskih 
časih so pripisali razlikam v hitrosti ohlajanja, saj so ugotovili, da različne hitrosti zamrzovanja 
rezultirajo v različnih oblikah por. Nadalje so pokazali, da dvofazno zamrzovanje vpliva na 
porazdelitev por v liofilizatu, vendar opažena porazdelitev ni pričakovana. Zaključili so, da 
specifična površina liofilizata ni dominantna pri vplivu na rekonstitucijski čas, kar na prvi pogled 
ni logično. Pri ocenjevanju vpliva parametrov na rekonstitucijski čas je potrebno upoštevati tudi 
prisotnost zaprtih por in velikost por, kar je omejujoč faktor pri prodiranju topila v produkt. Pikal in 
sodelavci (16) so v svoji raziskavi opazili, da je bil čas primarnega sušenja pri vpeljavi dvofaznega 
zamrzovanja daljši v primerjavi s konvencionalnim zamrzovanjem, kar je v nasprotju s teorijo in 
pričakovanji. Pokazali so, da je potrebno pri napovedovanju vpliva dvofaznega zamrzovanja na 
proces liofilizacije upoštevati vsaj še vpliv kristalizacije topljencev na strukturo kolača. Opazovali 
so formulacijo, ki je vsebovala manitol, trehalozo, natrijev klorid in polisorbat 80. Ugotovili so, da 
dvofazno zamrzovanje vpliva na način kristalizacije topljencev, ta pa na upornost skorje, ki je 
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omejujoč faktor pri hitrosti sublimacije. M. Mehta in sodelavci (17) so s študijami pokazali, da 
lahko z nadzorovanjem temperature kristalizacije manitola vplivamo na to, ali kristalizira v 
brezvodni obliki ali v obliki manitol hemihidrata (MHH). Ugotavljajo, da se lahko kristalizaciji 
manitola v obliki MHH izognemo tudi z vpeljavo dvofaznega zamrzovanja (na določeni 
temperaturi) v proces liofilizacije.  
Na osnovi literaturnih podatkov (15, 16, 17) o vplivu dvofaznega zamrzovanja na proces 
liofilizacije in lastnosti končnega produkta lahko zaključimo, da je pri vpeljavi tovrstne 
modifikacije zamrzovanja v cikel liofilizacije potrebno upoštevati več formulacijskih in procesnih 
faktorjev, ki rezultirajo v lastnostih končnega produkta. 
1.2.2 Primarno sušenje  
Fazi zamrzovanja sledi faza primarnega sušenja, pri kateri s sublimacijo iz vzorca odstranimo 
zamrznjeno (nevezano) vodo ali drugo topilo. Je najdaljša in energijsko najbolj potratna faza 
liofilizacije. Pred nastopom primarnega sušenja je vzorec popolnoma zamrznjen in večina vode v 
njem v obliki kristalov ledu (nevezana voda). Sublimacija ledu poteka pod trojno točko vode, zato 
je v tej fazi potrebno znižati tlak in ustrezno uravnavati temperaturo produkta. Trojna točka vode je 
točka na faznem diagramu vode, v kateri voda obstaja v vseh treh agregatnih stanjih in pod katero 
lahko iz trdnega agregatnega stanja preide v plinasto, brez da bi bila vmes v tekočem agregatnem 
stanju (sublimacija). Vodna para se iz sušilne komore odstranjuje in nabira na kondenzatorju (1, 8). 
1.2.2.1 Tlak v sušilni komori 
Gonilna sila sublimacije je razlika med parnim tlakom ledu na mestu sublimacije in tlakom v 
sušilni komori (18). Da je prenos snovi v sistemu možen, mora biti tlak v liofilizatorju nižji od 
parnega tlaka ledu na sublimacijski fronti, določimo pa ga glede na želeno temperaturo produkta 
(11). Nižji kot je tlak v liofilizatorju, večja je njegova razlika glede na parni tlak ledu na mestu 
sublimacije, kar pomeni višjo hitrost prenosa snovi in s tem krajši čas primarnega sušenja (8). Na 
drugi strani ima lahko prenizek tlak v komori nasproten učinek in omeji hitrost sublimacije, lahko 
pa vodi tudi do večjih razlik v prenosu snovi med vialami in s tem do večjih razlik v temperaturi 
produkta med vialami (19). Zaradi previsokega podtlaka v sušilni komori lahko pride tudi do 
odstranjevanja (hlapnih) topljencev s površine zamrznjenega vzorca in s tem do sprememb v 
sestavi produkta. Pikal (19) navaja, da je optimalni tlak v sušilni komori kompromis med hitrostjo 
sublimacije in homogenim prenosom toplote med vialami. Čas primarnega sušenja je neposredno 
odvisen od hitrosti sublimacije, na katero poleg tlaka v sušilni komori med drugim vplivajo še 
temperatura polic, upornost produkta ter polnilni volumen (19). 
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1.2.2.2 Temperatura produkta 
Ker je sublimacija endotermni proces, se produkt med primarnim sušenjem ohlaja. Parni tlak ledu 
na sublimacijski fronti je odvisen od temperature produkta in mora med potekom sublimacije biti 
višji od parnega tlaka v liofilizatorju. Ker padec temperature produkta pomeni tudi padec parnega 
tlaka ledu, moramo za zagotavljanje nemotenega sušenja temperaturo produkta prilagajati tako, da 
zagotovimo ustrezno dinamiko uparevanja vode s površine kristalov ledu. To lahko dosežemo z 
dovajanjem toplote preko uravnavanja temperature polic liofilizatorja. Če toplote vzorcu ne 
dovajamo, se proces sublimacije zaradi padca temperature produkta upočasni ali celo ustavi (8). 
Khairnar (8) trdi, da je temperatura produkta na sublimacijski fronti med primarnim sušenjem 
najpomembnejši parameter produkta med liofilizacijo, in navaja, da lahko dvig temperature 
produkta za 1 °C skrajša čas primarnega sušenja do 13 %. To pa močno vpliva na stroškovno 
učinkovitost procesa, saj se tako zmanjša poraba energije v energijsko najpotratnejši in najdaljši 
fazi liofilizacije. Temperatura produkta se v idealnem primeru med sublimacijo ne spreminja, ko pa 
začne naraščati proti temperaturi polic, pomeni, da je sublimacija končana oz. da smo odstranili 
večino vode (3, 11). Za uspešno načrtovanje faze primarnega sušenja je ključno poznavanje 
kritičnih temperatur formulacije, ki so temperatura kolapsa in evtektična temperatura za 
kristalinične snovi ali temperatura steklastega prehoda za amorfne snovi. Če je temperatura 
produkta med primarnim sušenjem višja od kritične temperature formulacije, se lahko struktura 
vzorca poruši ali pogača skrči. V območju blizu sublimacijske fronte pride zaradi še prisotne vode 
v produktu do zlitja por in nastanka lukenj v pogači. Tak produkt je neuporaben, saj imajo tovrstne 
spremembe negativen vpliv tako na kemijsko kot na fizikalno stabilnost produkta, le-ta pa tudi 
vizualno ne ustreza zahtevam. Zaradi porušene strukture izdelka in s tem manjše specifične 
površine liofilizata se lahko podaljša čas sekundarnega sušenja in poveča količina rezidualne vode, 
podaljša pa se tudi čas rekonstitucije (8, 20). Negativne spremembe v liofilizatu, ki se zgodijo med 
primarnim sušenjem, so nepovratne (21). 
1.2.3 Sekundarno sušenje 
V fazi sekundarnega sušenja, ki se začne že med fazo primarnega sušenja, pride pri znižanem tlaku 
ob postopnem zviševanju temperature polic do desorpcije še preostale vezane vode iz kolača (1, 8). 
Na koncu primarnega sušenja amorfni vzorci vsebujejo še med 5 in 20 % rezidualne vode, večino 
katere je za dosego optimalne stabilnosti potrebno odstraniti (19). Vsebnost rezidualne vode v 
končnem liofilizatu mora biti običajno manjša od 2 % (3), Pikal (19) navaja vrednost pod 1 %, 
odvisno od občutljivosti (kemijske in fizikalne) komponent liofilizata na vlago. V fazi 
sekundarnega sušenja je pri zviševanju temperature polic potrebna previdnost, posebej pri amorfnih 
vzorcih. Voda, ki je v vzorcu ob koncu primarnega sušenja, pomembno zniža temperaturo 
steklastega prehoda, kar poveča možnost za kolaps pogače med sekundarnim sušenjem. Zaradi tega 
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moramo temperaturo polic pri sušenju amorfnih vzorcev zviševati počasneje kot pri sušenju 
kristaliničnih vzorcev, ki niso podvrženi možnosti kolapsa kolača med sekundarnim sušenjem. Za 
sušenje amorfnih vzorcev je potrebna tudi višja temperatura polic in daljši čas sušenja (19).  
Hitrost desorpcije vode se znatno zmanjša s časom sušenja, zato je bolj smiselno temperaturo polic 
med sekundarnim sušenjem za kratek čas držati na višjih temperaturah, kot za daljši čas pri nižjih 
temperaturah. Tlak v sušilni komori nima vpliva na hitrost desorpcije. Ta je odvisna še od 
specifične površine kolača, pri čemer manjša specifična površina produkta pomeni, da sta potrebna 
daljši čas sekundarnega sušenja in višja temperatura polic (19). Manjšo specifično površino imajo 
vzorci z visoko koncentracijo topljencev v raztopini, saj pri zamrzovanju takšnih raztopin pride do 
nastanka večjih kristalov ledu. Torej je hitrost sekundarnega sušenja odvisna tudi od koncentracije 
topljenca v raztopini  (19).  
1.3 SODOBNI PRISTOPI RAZVOJA IN OPTIMIZACIJE 
PROCESA LIOFILIZACIJE 
1.3.1 Pristop QbD in uporaba PAT 
Da lahko proizvajalec pridobi dovoljenje za promet z novim zdravilom pri pristojnih organih, mora 
dokazati, da je le-to kakovostno, učinkovito in varno za uporabo. Običajen učinkovit pristop 
zagotavljanja kakovosti farmacevtskih izdelkov so ustrezni rezultati laboratorijskih analiz vzorca, 
vzorčenega med procesom ob vnaprej določenih časovnih točkah, in ustrezni rezultati 
laboratorijskih analiz vzorcev končnega produkta. Posledice takšnega načina zagotavljanja 
kakovosti so lahko možnost neuspele serije, ponavljajoče se težave med proizvodnjo in potreba po 
nenehni optimizaciji procesa, kar poveča stroške proizvodnje. V ICH Q8 (22) smernicah 
poudarjajo, da kakovost ne more biti testirana v produkt, ampak vanj vgrajena. Pristop razvoja z 
vgrajeno kakovostjo (angl. »quality by design« – QbD) vključuje uporabo procesno analiznih 
tehnologij (angl. »process analytical technology« – PAT), ki omogočajo neprekinjeno spremljanje 
procesov in izbranih lastnosti (kakovosti) produktov v realnem času. Tako QbD kot PAT lahko 
pripomoreta k zniževanju tveganj neustrezne kakovosti izdelkov oz. procesnih težav v proizvodnji. 
Glede na definicijo Uprave ZDA za hrano in zdravila (angl. »Food and Drug Administration« – 
FDA) je PAT sistem za načrtovanje, analizo in kontrolo proizvodnje z medprocesnim spremljanjem 
kritičnih lastnosti vstopnih surovin in procesa, z namenom zagotoviti kakovost končnega izdelka. 
Namen sistema QbD in cilj vpeljave orodij PAT v farmacevtsko industrijo je izboljšati 
razumevanje in kontrolo proizvodnega procesa ter tako spremljati in zagotoviti kakovost izdelkov s 
samim proizvodnim procesom in kakovostjo vhodnih materialov. Uporaba orodij PAT omogoča 
boljše razumevanje procesa, hkrati pa izboljša tudi izkoristek proizvodnje, skrajša čas in zmanjša 
porabo energije proizvodnega procesa (23, 24). 
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Pristop QbD realiziramo tako, da se osredotočimo na medsebojne vplive med vstopnimi materiali, 
proizvodnim procesom ter okoljskimi spremenljivkami in na vpliv omenjenih razmerij na kakovost 
končnega izdelka (23). V razvoju izdelka, kjer sledimo smernicam QbD, najprej določimo tarčni 
profil kakovosti za končni produkt (angl. »quality target product profile« – QTPP), ki je osnova za 
razvoj formulacije in načrtovanje proizvodnega procesa. Pri tem upoštevamo želeno farmacevtsko 
obliko, dostavni sistem, način odmerjanja, koncentracijo, želeni profil sproščanja in zahteve za 
končni izdelek (npr. sterilnost). Definiramo kritične lastnosti produkta (»critical quality attributes« 
– CQA), ki so fizikalne, kemijske, biološke in mikrobiološke. Te morajo biti znotraj določenih mej, 
da dosežemo želeno kakovost končnega izdelka (22). Na kritične lastnosti produkta vplivajo 
kritični parametri procesa (angl. »critical process parameters« – CPP) in kritični parametri 
vstopnih surovin (angl. »critical material attributes« – CMA). Naslednja faza je ocena tveganja 
(angl. risk assesment), v kateri ovrednotimo vpliv kritičnih lastnosti procesa in vstopnih surovin na 
kritične lastnosti produkta. Stopnjo vpliva ugotovimo na podlagi razumevanja formulacije in 
tehnoloških procesov ter na podlagi rezultatov zgodnje laboratorijske faze eksperimentov. Pri tem 
uporabljamo multivariatne matematične pristope, kot so metoda odzivnih površin, statistično 
načrtovanje eksperimentov, simulacija procesa ali orodja za prepoznavanje vzorcev. Takšen pristop 
nam omogoča, da postavimo eksperimentalne meje (angl. design space), znotraj katerih se lahko 
določeni kritični parametri procesa spreminjajo brez bistvenega vpliva na kakovost produkta. Na 
podlagi poznavanja formulacije in tehnoloških procesov definiramo še medprocesno kontrolo (22, 
23, 24). 
Orodja PAT izboljšajo učinkovitost s tem, da omogočajo kontrolo procesa in njegovo optimizacijo 
v realnem času, tako pa lahko kakovost produkta s hitrimi reakcijami na morebitna odstopanja od 
želenih vrednosti zagotovimo že med samim procesom. FDA-jeve smernice za industrijo (23) 
delijo PAT na multivariatna orodja za načrtovanje, zbiranje in analizo podatkov, procesne 
analizatorje, orodja za nadzor procesa in orodja za kontinuirane izboljšave in upravljanje znanja. S 
pomočjo multivariatne analize podatkov (MVA) lahko identificiramo spremenljivke, ki imajo 
največji vpliv na splošno variabilnost podatkov, in določimo spremenljivke v procesu, ki so med 
seboj odvisne. MVA obsega področja raziskovalne analize podatkov (npr. PCA), regresijske 
analize (npr. PLS) in klasifikacije z namenom identifikacije novih ali že znanih razredov. Z metodo 
glavnih komponent (PCA) med drugim definiramo, katere spremenljivke največ/najbolj prispevajo 
k največjemu delu variabilnosti med podatki. S pomočjo regresijske analize (npr. PLS) lahko 
razvijemo model za napoved želenih odgovorov. Souporaba omenjenih metod nam omogoča boljše 
razumevanje preučevanih sistemov (25). Procesni analizatorji omogočajo spremljanje fizikalnih, 
kemijskih in bioloških lastnosti. Analiza je lahko izvedena: 
- »in-line«: Vzorca ne odstranimo, metoda je lahko invazivna ali neinvazivna. 
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- »on-line«: Vzorec odstranimo iz procesa in ga lahko pozneje vrnemo. 
- »at-line«: Vzorec odstranimo iz procesa in ga analiziramo v bližini procesa. 
Orodja za nadzor procesa preko kontinuiranega spremljanja procesa omogočajo vzdrževanje 
želenega stanja vzorca/produkta. V konvencionalnem procesu je konec vsakega koraka v procesu 
določen s časom trajanja le-tega, medtem ko uporaba orodij PAT omogoča napredovanje koraka 
med procesom v točki, ko material doseže želeno stanje oz. izkaže želene lastnosti, ki jih z njimi 
spremljamo (23). Pri uporabi PAT za spremljanje liofilizacije moramo upoštevati ekstremne pogoje 
procesa, kot so nizka temperatura, nizek tlak in sterilnost produkta, ki lahko omejujejo njihovo 
uporabo (20). Spremljamo lahko dogajanje v eni viali (angl. »single vial approach«) ali v vseh 
vialah (angl. »batch approach«) (26). 
1.3.2 Možnosti optimizacije procesa liofilizacije 
 
Slika 4: Povzetek glavnih vplivov med formulacijo, procesom in modifikacijo le-tega 
Izdelani liofilizat mora ustrezati vnaprej določenim kritičnim lastnostim oz. atributom kakovosti 
(specifikaciji), kot so fizikalna in kemijska stabilnost, nizka vsebnost rezidualne vlage, kratek 
rekonstitucijski čas in ohranitev lastnosti prvotne formulacije. To je pomembno predvsem pri 
liofilizaciji ZU peptidne strukture, ki morajo tudi po rekonstituciji biti v ustrezni konformaciji (27, 
28). Za dosego kritičnih lastnosti liofilizata lahko optimiziramo formulacijo, tehnološki proces 
in/ali pogoje shranjevanja (27). Pri načrtovanju in optimizaciji procesa je pomembno upoštevati 
tudi vpliv formulacije na proces in obratno (28). Slika 4 prikazuje nekatere pomembne relacije med 
formulacijo, procesom in končnim produktom. 
Formulacijo lahko optimiziramo z ustrezno izbiro pomožnih snovi v ustreznih koncentracijah. 
Raztopina lahko poleg ZU vsebuje še druge pomožne snovi, kot so polnila, pufri, stabilizatorji in 
sredstva za uravnavanje toničnosti. Izbira pomožnih snovi vpliva na potek liofilizacije (slika 4). 
Primer je npr. prisotnost disaharidov v formulaciji, ki podaljšajo čas primarnega sušenja, primarno 
sušenje pa mora zaradi nižje temperature kolapsa potekati pri nižjih temperaturah. Odmerek ZU v 
posameznem liofilizatu je odvisen od polnilnega volumna raztopine in njene koncentracije v 
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raztopini. Nižja je koncentracija ZU v formulaciji, večji je delež polnila v formulaciji ter večji 
polnilni volumen je potreben za dosego določenega odmerka ZU. Pri večjem polnilnem volumnu je 
prehajanje molekul vode skozi zgornje plasti liofilizata med sublimacijo oteženo, zato se čas 
procesa podaljša (28). Proces liofilizacije načrtujemo na osnovi poznavanja kritičnih parametrov 
izbrane formulacije, ki jih določimo z »off-line« analiznimi tehnikami. Z orodji kot sta DSC in 
FDM določimo kritične temperature raztopine za liofilizacijo, to so temperatura oz. območje 
zmrzišča raztopine, temperatura steklastega prehoda zamrznjene raztopine, temperatura kolapsa 
pogače in temperatura oz. območje taljenja vzorca (1). S pomočjo dobljenih podatkov načrtujemo 
posamezne faze tehnološkega procesa. 
V nadaljevanju lahko optimiziramo potek liofilizacije. Cilj procesa je v čim krajšem času in s čim 
manjšimi stroški pripraviti liofilizat ustrezne kakovosti in ustreznih lastnosti (29).  Največjo 
možnost vplivanja na atribute kakovosti liofilizata imamo v fazi zamrzovanja, ki je zaradi vpliva na 
obe fazi sušenja najpomembnejši del procesa (slika 4). V uporabi je več metod zamrzovanja, ki se 
razlikujejo v hitrosti ohlajanja vzorca in posledično v stopnji podhladitve. Metoda zamrzovanja z 
zniževanjem temperature polic liofilizatorja (angl. shelf-ramped freezing) lahko poteče v enem ali 
dveh korakih (police liofilizatorja najprej ohladimo na –5 do –10 °C in pred nadaljnjim 
zniževanjem temperature počakamo 30–60 min), kar v celoti rezultira v visoki stopnji podhladitve 
ter veliki heterogenosti med vialami. Do velikih razlik med vialami pride tudi pri metodi 
zamrzovanja vzorca s postavitvijo vial na vnaprej ohlajene police liofilizatorja na končno 
temperaturo polic (angl. pre-cooled shelf method). Fazo zamrzovanja lahko modificiramo z 
vpeljavo dvofaznega zamrzovanja, s čimer zmanjšamo razlike med posameznimi vialami, vplivamo 
pa tudi na kristalizacijo topljencev (11). Optimizacija faze primarnega sušenja je pomembna, saj 
tako predolg kot tudi prekratek čas primarnega sušenja povečata stroške proizvodnega procesa. 
Predolg čas primarnega sušenja pomeni nepotrebno porabo energije in podaljšanje časa trajanja 
procesa ter s tem višje stroške proizvodnje. Tudi prekratek čas primarnega sušenja poveča stroške 
proizvodnje produkta, saj pride v primeru, ko faza sekundarnega sušenja nastopi pred koncem 
sublimacije ledu, do evtektičnega taljenja kristaliničnega vzorca ali kolapsa amorfnega vzorca. To 
pa negativno vpliva na stabilnost končnega produkta, le-ta pa je lahko tudi vizualno neustrezen 
(20). V fazi primarnega sušenja lahko spreminjamo temperaturo polic, tlak v sušilni komori in čas 
trajanja posameznega koraka. Pri izbiri temperature polic moramo biti previdni, da temperatura 
produkta ne preseže kritične temperature formulacije (temperatura steklastega prehoda zamrznjene 
raztopine in temperatura kolapsa pogače). Višja temperatura produkta pomeni krajši čas 
primarnega sušenja, optimalna temperatura produkta med primarnim sušenje pa je 2–3 °C nižja od 
zgoraj navedenih kritičnih temperatur (8, 21). Eden izmed načinov, kako lahko določimo končno 
točko desorpcije med sekundarnim sušenjem je uporaba posebnega vzorčevalnika, ki omogoča 
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odvzem vzorca iz komore brez da bi pri tem vplival na proces sušenja, vzorcu pa nato vsebnost 
vode določimo z ustrezno analizno tehniko »at-line« (Karl Fischer titracija, termogravimetrična 
analiza) (19). Čas trajanja sušenja lahko optimiziramo z medprocesnim zbiranjem podatkov o 
vsebnosti vode v liofilizatu, kjer imajo veliko vlogo v nadaljevanju opisane metode PAT, kot je 
bližnja infrardeča spektroskopija (NIRS). Z metodo NIRS lahko »in-line« v laboratorijskem merilu 
spremljamo vsebnost rezidualne vode med sušenjem ter s pomočjo zbranih podatkov optimiziramo 
tako čas primarnega kot tudi sekundarnega sušenja, kar nam omogoča ustrezno načrtovanje časa 
proizvodnje liofilizatov ter prihranek finančnih sredstev (19, 30). Če je čas sekundarnega sušenja 
prekratek, lahko to zaradi prevelike vsebnosti rezidualne vode v liofilizatih pomeni slabšo 
stabilnost le-teh med shranjevanjem (19). Na drugi strani pa predolg čas sekundarnega sušenja po 
nepotrebnem poveča stroške proizvodnje. Na koncu moramo določiti in upoštevati še optimalne 
pogoje za transport in shranjevanje liofiliziranih izdelkov. 
1.3.3 PAT metode pri spremljanju procesa liofilizacije 
V nadaljevanju so opisana nekatera orodja PAT za spremljanje procesa v realnem času. Večina 
liofilizatorjev je že serijsko opremljena z osnovnimi senzorji, ki omogočajo medprocesno 
spremljanje temperature polic liofilizatorja in temperature kondenzatorja ter tlaka v komori 
liofilizatorja (14). 
1.3.3.1 Spremljanje temperature produkta 
Med procesom liofilizacije lahko s pomočjo sonde s termoelementom direktno spremljamo 
temperaturo produkta in določimo končno točko primarnega sušenja takrat, kadar se temperatura 
produkta izenači s temperaturo polic. Sonde s termoelementi so poceni in enostavne za uporabo. Pri 
takšnem spremljanju temperature produkta predpostavljamo, da opazovana viala reprezentativno 
predstavlja celotno serijo, kar pa ni vedno zagotovljeno. Sonda v vzorcu namreč predstavlja 
motnjo, zato se v opazovani viali nukleacija v fazi zamrzovanja začne pri nižji stopnji podhladitve 
kakor v drugih vialah. Posledično je sublimacija hitrejša in čas primarnega sušenja krajši. Takšen 
način določitve končne točke primarnega sušenja torej ni zanesljiv, saj dobljeni podatki držijo le za 
vialo s sondo in je zato za kompenzacijo napake čas primarnega sušenja podaljšan za 10 do 20 %. 
Poleg tega tudi položaj sonde v viali vpliva na odčitane vrednosti – sonda je navadno nameščena na 
dno viale in tako meri temperaturo na tistem mestu in ne na sublimacijski fronti ledu. Z 
vstavljanjem sonde lahko povzročimo tudi mikrobiološko kontaminacijo posamezne ampule oz. 
celotne vsebine v liofilizatorju (14, 20, 31).  
1.3.3.2 Pirani senzor in kapacitivni manometer 
Kapacitivni manometer meri absolutni tlak v komori, Pirani senzor pa deluje na principu merjenja 
toplotne prevodnosti plina. Toplotni prevodnosti vodne pare in dušika se razlikujeta in sestava 
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plinaste faze v komori liofilizatorja se ob koncu sublimacije spremeni iz večinoma vodne pare v 
dušik. Konec primarnega sušenja je v točki, ko začne tlak, merjen s Pirani senzorjem, padati proti 
absolutni vrednosti tlaka v komori (20). 
1.3.3.3 Test povišanja tlaka  
Test povišanja tlaka temelji na hitrem zapiranju ventila med sušilno komoro in kondenzatorjem 
(približno 3 sek), pri čemer opazujemo porast tlaka v sušilni komori. Med načrtovanjem cikla v 
recepturo vnesemo trajanje in pogostost izvedbe testa ter vnaprej določeno vrednost porasta tlaka. 
Cikel napreduje v naslednji korak, ko je porast tlaka manjši od vnaprej določene meje. Določitev 
končne točke primarnega sušenja je odvisna od formulacije, napolnjenosti liofilizatorja in tlaka v 
sušilni komori. Metoda je neinvazivna in uporabna za določitev končne točke primarnega sušenja 
za celotno serijo (26, 32).  
1.3.3.4 Manometrično merjenje temperature produkta  
PAT metoda manometričnega merjenja temperature produkta (MTM) omogoča spremljanje 
temperature produkta na sublimacijski fronti med primarnim sušenjem brez namestitve kakršnekoli 
naprave (kot je npr. sonda s termočlenom) v vialo, meritve pa se ponavljajo ob vnaprej določenih 
časovnih točkah (navadno vsakih 60 min) (20, 26, 31). Prednost metode v primerjavi s testom 
povišanja tlaka je predvsem v tem, da za določitev končne točke primarnega sušenja ni potrebno 
vnaprej določiti vrednosti povišanja tlaka (19). Med testom je sušilna komora za kratek čas 
izolirana od kondenzatorske komore, zaradi česar se parni tlak v sušilni komori zviša in približa 
ravnotežnemu parnemu tlaku ledu na sublimacijski fronti. Proti koncu sublimacije je ta dvig tlaka v 
sušilni komori veliko nižji kot med primarnim sušenjem, na podlagi česar lahko določimo konec 
sublimacije (14, 20). Trajanje testa je omejeno na kratek čas (najpogosteje test traja 25 sek), saj se 
med testom zaradi izolacije sušilne komore sublimacija upočasni in temperatura produkta se zviša, 
kar omejuje uporabnost testa (31). S tehnologijo MTM lahko poleg temperature produkta dobimo 
tudi podatke o hitrosti desorpcije med sekundarnim sušenjem ter o upornosti zgornje (suhe) plasti 
liofilizata med primarnim sušenjem (26). 
1.3.3.5 Bližnja infrardeča spektroskopija  
Spremljanje procesa liofilizacije s pomočjo NIRS omogoča identifikacijo točke zmrzišča, končne 
točke primarnega sušenja in določitev ali spremljanje vsebnosti rezidualne vlage v produktu. 
Metoda je bila pred razvojem optičnih vlaken, ki so omogočila »in situ« spremljanje izbranih 
lastnosti produkta, uveljavljena kot »off-line« neinvazivna, nedestruktivna in hitra analiza za 
določanje rezidualne vode v produktu. Glavna prednost »in situ« spremljanja liofilizacije z metodo 
NIRS je možnost direktnega spremljanja vsebnosti vlage v vzorcu, ki je eden izmed kritičnih 
parametrov produkta, slabost pa, da tudi z metodo NIRS spremljamo dogajanje le v določenih 
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vialah (1, 14, 30). Brülls (30) je s sodelavci pokazal, da je metoda NIRS za »in-line« spremljanje 
procesa učinkovita in prispeva dodatne informacije za boljše razumevanje le-tega. V svoji študiji so 
ugotovili, da podatki, pridobljeni s to metodo sovpadajo z zaključki, do katerih so prišli na podlagi 
analize temperature produkta, ki so jo spremljali s termočlenom. NIR-sondo so namestili v 
raztopino v viali in snemali spektre v določenih intervalih. Pokazali so, da lahko z metodo NIRS 
določimo začetek in konec tvorbe ledu, končno točko sublimacije in s tem primarnega sušenja in 
ravnotežno stanje vsebnosti vode v fazi sekundarnega sušenja. Pokazali so, da NIRS pripomore k 
razumevanju procesa, saj lahko tako dobimo dodatne informacije predvsem v fazi sekundarnega 
sušenja, kjer lahko na ta način določimo hitrost desorpcije in točko, od katere naprej je vsebnost 
vlage v vzorcu konstanta, kar s termočleni ne moremo zaznati. Po drugi strani pa se v tej metodi 
niso odrazile temperaturne spremembe vzorca med primarnim sušenjem, ki so jih zaznali s 
termočleni. Rosas in sodelavci (33) so pokazali, da lahko z metodo NIRS spremljamo tudi 
fizikalno-kemijske spremembe formulacije med liofilizacijo. Z »in-line« spremljanjem so z 
ustrezno obdelavo podatkov identificirali polimorfne oblike manitola, ki so prisotne v produktu, ter 
določili točke kristalizacije topil in topljencev ter sublimacije topil. V tem primeru je bila NIR-
sonda nameščena na vialo in ne v vialo, kot pri Brüllsu. Pri interpretaciji rezultatov moramo 
upoštevati morebitno prekrivanje trakov v spektru opazovane snovi v formulaciji z vrhom vode v 
NIR-spektru, pri »in-line« spremljanju pa še, da z metodo pridobimo podatke o vzorcu le z 
območja, kjer je sonda nameščena (1, 30). 
1.3.3.6 Ramanska spektroskopija 
Spektroskopski metodi NIRS in ramanska metoda omogočata zbiranje komplementarnih rezultatov. 
V NIR-spektru so vrhovi vode in ledu izraziti, spremljanje je pa zaradi možnosti prekrivanja vrhov 
v spektru oteženo. V ramanskem spektru pa so vrhovi vode in ledu zelo šibki, vrhovi topljencev pa 
so ostri. Zaradi tega lahko ramansko spektroskopijo kot »in-line« tehniko uporabimo za 
medprocesno spremljanje prisotnosti in pojavnosti različnih polimorfnih oblik snovi ali spremljanje 
sprememb v strukturi proteinov (npr. spremljanje sekundarne strukture proteinov) (26, 34). 
Nekateri avtorji so celo zaključili, da ramanska spektroskopija zaradi težav z nadgradnjo 
liofilizatorjev z opremo za snemanje ramanskih spektrov, možnosti spremljanja stanja v le eni viali 
in omejene količine podatkov, ki jih meritve ponujajo, ni primerna za »in-line« spremljanje sušenja 
z zamrzovanjem (1). Nasprotno temu so Krishnan in sodelavci (35) ramansko spektroskopijo v 
kombinaciji z mikroskopijo z zamrzovanjem in sušenjem uspešno uporabili za opazovanje 
sprememb v strukturi topljencev (specifično manitola) med sušenjem z zamrzovanjem. Na ta način 
so lahko ocenili vplive različnih parametrov procesa, kot so sestava formulacije, hitrost ohlajanja in 
dvofazno zamrzovanje, na pojavno obliko manitola. Tudi De Beer in sodelavci (36) so ramansko 
spektroskopijo uporabili za spremljanje procesa v kombinaciji z drugimi procesnimi analizatorji.  
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Sočasna uporaba komplementarnih procesnih analizatorjev, ki temeljijo na drugačnih principih, 
omogoča medsebojno potrditev rezultatov uporabljenih metod. Tako zbrani podatki o obnašanju 
vzorca in samem procesu se dopolnjujejo in omogočajo popolnejše razumevanje opazovanih 
dogodkov. Dodatno znanje nam pride prav tako v razvoju izdelka kot pri proizvodnji. Uporaba 
komplementarnih procesnih analizatorjev pa ni pomembna le pri procesu liofilizacije, ampak na 
vseh področjih farmacevtske industrije (36).  
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2 NAMEN DELA 
Sušenje z zamrzovanjem je tehnološki proces, ki ponuja številne izzive in možnosti na 
področju optimizacije in uporabo različnih orodij PAT za spremljanje kritičnih parametrov 
produkta. Na kompleksnost in potrebo po boljšem razumevanju procesa kaže tudi dejstvo, 
da si eksperimentalni rezultati različnih raziskovalnih člankov niso enotni. Vsebina 
magistrske naloge zajema vrednotenje vpliva kritični procesnih parametrov in sestave 
formulacije na kritične lastnosti končnega produkta. 
Pripravili bomo štiri različne raztopine za liofilizacijo, ki jim bomo z »off-line« 
laboratorijskima metodama diferenčno dinamično kalorimetrijo (DSC) in mikroskopijo z 
zamrzovanjem in sušenjem določili kritične procesno relevantne parametre formulacije, 
kot so temperatura zmrzišča raztopine, temperatura steklastega prehoda raztopine, 
temperatura kolapsa kolača in temperatura tališča vzorca. Glede na določene kritične 
temperature bomo določili temperaturo dvofaznega zamrzovanja. Raztopine bomo 
liofilizirali v treh različnih volumnih (1 ml, 2 ml in 3 ml) in z dvema različnima 
procesoma, t.j. z in brez uporabe dvofaznega zamrzovanja. Vzorce liofilizatov bomo 
ovrednotili »off-line« s Karl Fischer metodo, s katero bomo določili vsebnost vlage v 
liofilizatih, in z metodo BET, s katero bomo ovrednotili specifično površino liofilizatov. 
Liofilizatom bomo določili tudi rekonstitucijski čas in ocenili njihovo stabilnost po 
izpostavitvi stresnim pogojem. Na podlagi rezultatov bomo izbrali optimalno polnitev in 
optimalni cikel. V nadaljevanju bomo liofilizirali dve formulaciji z izbrano optimalno 
kombinacijo polnilnega volumna in cikla sušenja z zamrzovanjem in vsebnost vode v 
liofilizatu spremljali »at-line« z metodo NIRS. NIRS rezultate bomo primerjali z rezultati 
»off-line« Karl Fischer volumetrične titracije za določitev vsebnosti vode v produktu. 
Podatke bomo obdelali z analizo glavnih komponent (PCA) in poskušali postaviti model za 
spremljanje kritičnih lastnosti produkta (PLS). 
Preveriti želimo naslednje štiri hipoteze: 
• Hipoteza 1: Vpeljava dvofaznega zamrzovanja v cikel liofilizacije bo imela večji vpliv 
na kakovost liofilizatov kot volumen polnitve. 
• Hipoteza 2: Vpeljava dvofaznega zamrzovanja v cikel liofilizacije bo zmanjšala 
vsebnost rezidualne vode v liofilizatih in izboljšala njihovo stabilnost. 
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• Hipoteza 3: Vpliv procesnih parametrov na kakovost produkta bo večji pri 
formulacijah z manitolom. 
• Hipoteza 4: NIR-spektroskopija je primerna metoda za medprocesno spremljanje 




3 MATERIALI, OPREMA IN METODE 
3.1 MATERIALI IN NJIHOVE LASTNOSTI 
3.1.1. Materiali za pripravo vzorcev 
Ibuprofen (doniran s strani Krke, d. d., Slovenija) z IUPAC poimenovanjem 2-(4-(2-
metilpropil) fenil) propanojska kislina ima v formulaciji vlogo ZU. Je bela kristalinična 
snov, ki je slabo topna v vodi in dobro topna v organskih topilih (porazdelitveni koeficient 
oktanol-voda logP = 3,97) (37, 38). Glede na ATC-klasifikacijo spada med nesteroidna 
protivnetna in protirevmatična zdravila. Je zaviralec encima ciklooksigenaze in izkazuje 
analgetično, antipiretično in antiinflamatorno delovanje (39). 
Natrijev klorid (Salinen Avstrija AG) ima v formulaciji vlogo sredstva za uravnavanje 
toničnosti. Natrijev klorid je v obliki brezbarvnih kristalov, ki so dobro topni v vodi in 
slabo topni v etanolu. pH-vrednost vodne raztopine je nevtralna (40). 
Manitol (Roquette Italija, s.p.a.) ima v formulaciji vlogo sredstva za uravnavanje toničnosti 
in polnila. Po kemijski zgradbi je sladkor in alkohol. Uporablja se kot sladilo, 
farmakološko pa deluje kot osmozni diuretik (41). Po videzu je bel prah in je topen v vodi. 
V trdnem agregatnem stanju se lahko nahaja v treh brezvodnih polimorfnih oblikah (α, β in 
δ), v psevdopolimorfni obliki kot manitol hemihidrat (MHH) ali v amorfni obliki. MHH in 
amorfna oblika manitola sta metastabilni in tako težita k pretvorbi v stabilnejše polimorfne 
oblike (17).  
L-arginin (Ajinomoto Omnichen n.v., Belgija) smo v formulacijo dodali za uravnavanje 
pH-vrednosti.  Arginin je po izgledu bel kristaliničen prah in je močno bazična spojina 
(pKa = 2,24). Po kemijski zgradbi spada med aminokisline (42). 
Natrijev hidroksid (Merck KGaA, Nemčija) smo uporabili za pripravo 1-M raztopine 
natrijevega hidroksida, s katero smo uravnali pH raztopine za liofilizacijo. Natrijev 
hidroksid je korozivna bela trdna snov. Je dobro topen v vodi, vodne raztopine natrijevega 
hidroksida so zelo bazične (43).  
Terciarni butanol (Signa Aldrich, USA) ima v formulaciji vlogo (organskega) sotopila. Po 
izgledu je viskozna brezbarvna tekočina, v kateri se pri temperaturah pod 25 °C začnejo 
tvoriti kristali. Z vodo se meša (44).  
Prečiščena voda (Krka, d. d., Slovenija) ima v formulaciji vlogo topila. 
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3.1.2. Materiali za analize 
• Metanol (CH3OH), brezvodni, 
• fosforjeva kislina, 
• acetonitril. 
3.2 OPREMA 
• tehtnica Mettler Toledo, Švica, 
• grelnik in mešalo RCT basic, IKA LABORTECHNIK, Nemčija, 
• pH-meter Mettler Toledo, Švica, 
• naprava za merjenje gostote Mettler Toledo, DM40 density meter, Švica, 
• avtomatska pipeta Eppendorf Multipette M4, Nemčija, 
• mikroskop za mikroskopijo z zamrzovanjem Lyostat FDM (Linksys 32) s 
programsko opremo Linkam, Biopharma Technology, Velika Britanija, 
• kalorimeter Mettler Toledo DSC1, Švica, 
• liofilizator Minifast 10, IMA group, Italija, 
• Karl Fischer volumetrična titracija: volumetrični Karl Fischer titrator, Mettler 
Toledo, V30, Švica, 
• avtomatski analizator adsorpcije plina Micrometrics TriStar 3000 analyzer, ZDA, 
• NIR: NIR MPA, Bruker, ZDA, 
• programska oprema za multivariatno analizo: Unscrambler – Single User, Version 
11.0, Camo Analytics. 
3.3 METODE 
3.3.1 Postopek priprave vzorcev 
Pripravili smo štiri po sestavi različne raztopine za liofilizacijo, ki se med seboj razlikujejo 
po izbiri izotoničnega sredstva (natrijev klorid ali manitol) in izbiri baze (L-arginin ali 
natrijev hidroksid). Raztopine za liofilizacijo smo označili kot LP-13, LP-14, LP-18 in LP-
19. Za potrebe priprave raztopin za liofilizacijo smo najprej pripravili 1-M raztopino 
natrijevega hidroksida. 
Priprava 1-M raztopine natrijevega hidroksida 
Na tehtalni čolniček smo natehtali 4,00 g trdnega natrijevega hidroksida in ga prenesli v 
100-mililitrsko merilno bučko. V merilno bučko smo dodali del prečiščene vode in ročno 
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stresali, dokler se natrijev hidroksid ni raztopil. Nato smo raztopino do oznake dopolnili s 
prečiščeno vodo in vsebino dobro ročno premešali. 
Priprava raztopin za liofilizacijo (100 ml) 
Na tehtalno kartico smo natehtali 1,20 g ibuprofena in ga dodali v čašo (čaša 1), v katero 
smo natehtali 15,60 g terciarnega butanola. V čašo smo dodali še magnet in vsebino 10 
min mešali na magnetnem mešalu, dokler ni nastala bistra raztopina. Vsebino v čaši smo 
po potrebi med mešanjem segrevali do temperature 37 °C.  
V ločeno čašo (čaša 2) smo natehtali del prečiščene vode, dodali celotno količino 
izotoničnega sredstva (natrijevega klorida ali manitola), ki smo jo določili glede na zahtevo 
za osmolalnost parenteralnega izdelka (280–320 mosol/kg) in del baze (L-arginina ali 1-M 
raztopino natrijevega hidroksida). V čašo 2 smo dodali še magnet in vsebino mešali na 
magnetnem mešalu, dokler ni nastala bistra raztopina (vsaj 10 min). Po potrebi smo 
raztopino med mešanjem segrevali do temperature 37 °C. Ko smo imeli v obeh čašah bistri 
raztopini, smo vsebino iz čaše 2 prelili v čašo 1 in mešali na magnetnem mešalu 10 min. 
Raztopini smo določili pH-vrednost in jo po potrebi korigirali z dodatkom baze do pH-
vrednosti med 7,0 in 7,4. Bazo smo dodajali v majhnih količinah in po vsakem dodatku 
baze raztopino pred ponovno določitvijo pH-vrednosti mešali 10 min. Ko smo dosegli pH-
vrednost med 7,0 in 7,4, smo vsebino iz čaše 1 s pomočjo navadnega lija prelili v 100-
mililitrsko merilno bučko in dopolnili do oznake s prečiščeno vodo. Raztopino smo prelili 
nazaj v čašo 1 in mešali na magnetnem mešalu 10 min. Raztopini smo določili pH-
vrednost, izmerili gostoto in jo z Buechnerjevim lijem prefiltrirali skozi filter velikosti 0,22 
µm. Do liofilizacije smo raztopine shranili v temno rjavih steklenicah na sobnih pogojih. 
Pred vsakim ciklom liofilizacije smo pripravili sveže raztopine. 
Tabela I: Sestava raztopin za liofilizacijo 
 LP-13 LP-14 LP-18 LP-19 
Ibuprofen [g] 1,20 1,20 1,20 1,20 
Manitol [g]  15  14,8 
NaCl [g] 2,70  2,40  
Terc-butanol [g] 15,60 15,60 15,60 15,60 
L-arginin [g] 0,96 + 0,08 0,90 + 0,10   
1 M NaOHaq [g]   4,40 + 1,59 4,40 + 1,38 
Prečiščena voda do 100 ml do 100 ml do 100 ml do 100 ml 
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3.3.2 Vrednotenje raztopin za liofilizacijo 
3.3.2.1 Mikroskopija z zamrzovanjem in sušenjem 
Analizo smo izvedli z mikroskopom Lyostat FDM (Linksys 32) s programsko opremo 
Linkam. Pri analizi smo se s pogoji poskušali čim bolj približati pogojem liofilizacije, ki 
smo jih določili glede na predhodne študije (45) in jih uporabili v nadaljevanju 
eksperimentalnega dela. Kapljico raztopine (volumen do 5 µl) smo s pipeto prenesli na 
objektno steklo, predhodno ohlajeno na 10 °C, in jo pokrili s krovnim steklom. Kar se da 
hitro smo prešli na korak zamrzovanja (korak 2), da je kapljica obmirovala. Med analizo 
smo zbirali tudi posnetke dogajanja v vzorcu. Pogoje analize prikazujeta tabeli II in III. 
Raztopinam za liofilizacijo smo določili temperaturo zmrzišča in temperaturo kolapsa oz. 
taljenja. Pri interpretaciji rezultatov moramo upoštevati velikost vzorca, ki je pri 
mikroskopiji z zamrzovanjem veliko manjša kot pa dejanska velikost našega vzorca (1 ml, 
2 ml in 3 ml). Rezultati so povprečje treh meritev. 













1 100 10 -- -- -- 
2-Zamrzovanje 5 –45 -- -- 5 
3-Sušenje -- –45 5 0,001* 5 
4-Sušenje 5 0 -- 0,001 5 
* Črpalko za znižanje tlaka vklopimo po 2 min v koraku 3. 













1 100 10 -- -- -- 
2-Zamrzovanje 5 –45 -- -- 5 
3-Zamrzovanje -- –45 10 -- 5 
4-Zamrzovanje 5 –20 -- -- 5 
5-Zamrzovanje 20 –20 10 -- 5 
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6-Zamrzovanje 5 –45 -- -- 5 
7-Sušenje -- –45 10 0,001* 5 
8-Sušenje 5 0 -- 0,001 5 
* Črpalko za znižanje tlaka vklopimo po 2 min v koraku 7. 
3.3.2.2 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
Analizo smo izvedli z napravo Mettler Toledo DSC1.  V aluminijasti lonček smo natehtali 
približno 3 mg vzorca in lonček zaprli. Za referenco smo uporabili prazen zaprt 
aluminijasti lonček, meritve so bile izvedene pod dinamično dušikovo atmosfero (pretok 
dušika 40 ml/min). Z metodo DSC smo formulacijam določili temperaturo zamrzovanja, 
temperaturo steklastega prehoda in temperaturo tališča. Pogoji analize so predstavljeni v 
tabeli IV. Vsako formulacijo smo analizirali enkrat. 








1-Ohlajanje 10 –70 -- 
2-Izotermalno držanje -- –70 30 
3-Segrevanje 10 40 -- 
 
Prednost metode DSC v primerjavi z metodo FDM je, da je vzorec ves čas v zaprtem 
sistemu ter da je rezultat predstavljen v obliki grafičnega prikaza, medtem ko kritične 
temperature pri FDM-analizi določimo na podlagi opazovanja vzorca pod mikroskopom ter 
s pomočjo posnetkov.   
3.3.3 Liofilizacija 
Razpolnjevanje v viale in razporeditev vial na pladnju 
Pred razpolnjevanjem smo raztopine iz steklenic prelili v čaše in mešali na magnetnem 
mešalu 10 min. Raztopine za liofilizacijo smo s pomočjo avtomatske polnilne pipete 
polnili v 10-mililitrske viale pred vsakim zagonom liofilizacijskega cikla. 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo pripravili 100 vzorcev vsakega volumna 
polnitve za vsako formulacijo. V drugem delu smo liofilizirali 100 vzorcev izbrane 
formulacije in izbranega polnilnega volumna. V tem primeru smo vzorce postavili na 4 
različne pozicije na pladnju (slika 5), saj smo želeli v analizo vključiti vzorce, ki so med 
ciklom izpostavljeni različnim pogojem (spremljali smo vsebnost rezidualne vode v 
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liofilizatih). V obeh primerih smo na robove pladnja in okoli naših vzorcev postavili viale 
z vodo (volumen enak volumnu vzorca).   
Za vse poskuse smo uporabili enake viale (10 ml). Na viale smo pred liofilizacijo namestili 
gumijaste čepe, po koncu vsakega cikla pa smo jih zaprli še z aluminijastimi zaporkami. 
 
Slika 5: Prikaz izbranih pozicij vial med liofilizacijo 
Pogoji liofilizacije 
Raztopine smo liofilizirali z osnovnim ciklom in s ciklom z dvofaznim zamrzovanjem v 
liofilizatorju Minifast 10. Pogoji liofilizacije so prikazani v tabelah V in VI.  






Čas koraka  
[h : min] 
Hitrost 
[K/min] 
1-Nalaganje 10 -- -- -- 
2-Zamrzovanje –45 -- 0 : 55 1 
3-Zamrzovanje –45 -- 3 : 0 -- 
4-Znižanje tlaka -- 177 -- -- 
5-Sušenje –30 177 1 : 0 0,25 
6-Sušenje –30 177 12 : 0 -- 
7-Sušenje –10 177 1 : 0 0,33 
8-Sušenje –10 177 5 : 0 -- 
9-Sušenje 5 177 2 : 0 0,13 
10-Sušenje 5 177 4 : 0 -- 
11-Sušenje 30 177 2 : 0 0,21 
12 Sušenje 30 177 6 : 0 -- 
13 Zapiranje vial -- -- -- -- 
Osnovni cikel liofilizacije traja 36 ur in 55 min. 
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[h : min] 
Hitrost 
[K/min] 
1-Nalaganje 10 -- -- -- 
2-Zamrzovanje –45 -- 0 : 55 1 
3-Zamrzovanje –45 -- 3 : 0 -- 
4-Zamrzovanje –21 -- 1 : 36 0,25 
5-Zamrzovanje –21 -- 3 : 0 -- 
6-Zamrzovanje –45 -- 0 : 24 1 
7-Zamrzovanje –45 -- 3 : 0 -- 
8-Znižanje tlaka -- 177 -- -- 
9-Sušenje –30 177 1 : 0 0,25 
10-Sušenje –30 177 12 : 0 -- 
11-Sušenje –10 177 1 : 0 0,33 
12-Sušenje –10 177 5 : 0 -- 
13-Sušenje 5 177 2 : 0 0,13 
14-Sušenje 5 177 4 : 30 -- 
15-Sušenje 30 177 2 : 0 0,21 
16-Sušenje 30 177 6 : 0 -- 
17-Zapiranje vial -- -- -- -- 
Liofilizacijski cikel z dvofaznim zamrzovanjem traja 45 ur in 25 min. 
3.3.4 Vrednotenje kritičnih lastnosti liofilizatov 
3.3.4.1 Karl Fischer titracija 
Vsebnost rezidualne vode v liofilizatih smo določili z volumetrično titracijo po metodi 
Karl Fischer (Ph. Eur.). 
Najprej smo določili vsebnost vode v brezvodnem metanolu, v katerem smo rekonstituirali 
liofilizate. Viale z liofilizati smo stehtali in jim dodali brezvodni metanol – liofilizate 
polnitve 1 ml smo rekonstituirali v 3 ml brezvodnega metanola, liofilizate polnitve 2 ml v 6 
ml brezvodnega metanola in liofilizate polnitve 3 ml v 9 ml brezvodnega metanola. Tako 
pripravljene vzorce smo najprej ročno pretresli in jih nato za 10 min postavili v 
ultrazvočno kopel, nakar smo jih še 10 min centrifugirali pri 4000 rpm. Iz dobljene 
raztopine vzorca smo odvzeli 1 ml bistre raztopine in v dveh paralelkah določili vsebnost 
vode s Karl Fischer volumetrično titracijo. 
Vsebnost rezidualne vode smo izračunali po naslednji formuli: 













RV = Vsebnost rezidualne vode v vzorcu [%] 
C = Vsebnost vode določene s Karl Fischer metodo [%] 
B = Vsebnost vode v metanolu [%] 
msol = Masa dodanega metanola [g] 
mext = Povprečna masa liofilizata [g] 
3.3.4.2 Brunauer-Emmett-Teller metoda 
Specifično površino smo liofilizatom določili z Brunauer-Emmett-Teller (BET) metodo. 
Vzorec smo najprej 60 min izpostavili razplinjevanju pri temperaturi 60 °C (do konstantne 
mase). Nato smo liofilizate analizirali z metodo večslojne adsorpcije z dušikom. Analizo 
smo izvedli na napravi Micrometrics TriStar 3000 analyzer. Za vsak vzorec (kombinacija 
formulacije, volumna polnitve in cikla) smo izvedli eno meritev. 
3.3.4.3 Določitev rekonstitucijskega časa 
Vzorcem vsake formulacije v vseh volumnih polnitve smo določili rekonstitucijski čas v 
dveh paralelkah. Liofilizate smo rekonstituirali do koncentracije ZU 4 mg/ml. V viale 
polnitve 1 ml smo dodali 3 ml prečiščene vode, v viale polnitve 2 ml smo dodali 6 ml 
prečiščene vode in v viale polnitve 3 ml smo dodali 9 ml prečiščene vode. Vzorce smo 
nato ročno stresali ter čas rekonstitucije določili kot čas, ki je pretekel od dodatka 
prečiščene vode liofilizatu do takrat, ko je raztopina postala bistra. Čas rekonstitucije smo 
določili s prostim očesom.  
3.3.4.4 Vizualno vrednotenje liofilizatov 
Vzorce smo vizualno pregledali po tem, ko smo jih za 2 meseca izpostavili stresnim 
pogojem na 40 °C pri relativni vlažnosti 75 %. Pozorni smo bili na barvo in višino pogače, 
odstopanje pogače od stene vial in na pojav razpok v pogači. Pregledali smo 6 liofilizatov 
vsakega vzorca. 
3.3.4.5 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Vsebnost sorodnih substanc v liofilizatih smo določili s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (Ph. Eur.). Vsak vzorec smo analizirali v dveh paralelah. 
Liofilizate smo najprej raztopili v mešanici acetonitrila in vode (50 : 50 V/V). Liofilizate 
polnitve 1 ml smo nato iz viale kvantitativno prenesli v 10-mililitrsko bučko, liofilizate 
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polnitve 2 ml pa v 20-mililitrsko bučko, vialo splaknili in vsebino v merilni bučki s 
topilom razredčili do končnega volumna. 
Pogoji izvedbe analize HPLC: 
Kolona: Xbridge shield, 50 mm x 4,6 mm, 5 µm, T = 40 °C 
Mobilna faza: izokratska elucija; 0,1 % fosforjeva kislina/acetonitril 55 : 45 (v/v) 
Pretok mobilne faze: 1,2 ml/min 
Volumen injiciranja: 10 µl 
Vzorec: T = 25 °C 
3.3.5 Postavitev modela za spremljanje vsebnosti rezidualne vode z 
metodo NIRS 
3.3.5.1 Bližnja infrardeča spektroskopija 
Spektroskopske meritve NIR smo izvedli »at-line« na napravi NIR MPA (Bruker). Vzorce 
smo iz liofilizatorja odvzeli ob različnih časovnih točkah in posneli spektre v območju 
12500–3600 cm-1 z resolucijo 8 cm-1. Vsak spekter je povprečje 32 meritev. Posneli smo 
tudi spektre končnega produkta. Vsak vzorec smo analizirali v dveh paralelkah in meritve 
izvedli skozi dno viale. Pred vsako meritvijo smo se prepričali, da dno viale ni bilo 
zarošeno in da je bil čas od vzorčenja do meritve najkrajši možen.  
3.3.5.2 Obdelava podatkov z multivariatno analizo 
V analizo smo vključili podatke vzorcev, ki smo jih ob vnaprej določenih časovnih točkah 
odvzeli iz procesa, in podatke končnega produkta. Naš cilj je bil preveriti, ali je NIRS 
primerna metoda za medprocesno spremljanje vsebnosti vode v naših liofilizatih. Posneli 
smo NIR-spektre vzorcev med procesom in jim določili vsebnost vode s Karl Fischer 
volumetrično titracijo. Podatke smo obdelali s programsko opremo Unscrambler (Version 
11.0, Camo Analytics) in izvedli analizi PCA in PLS. Z analizo PCA smo dobili podatke o 
spremenljivkah, ki najbolj pojasnijo razlike med podatki opazovanih vzorcev, medtem ko 
smo z metodo PLS postavili model za »at-line« napoved vsebnosti vode z NIRS-om.  
Pri analizi PLS smo spektre najprej obdelali s transformacijo SNV (angl. standard normal 
variate) ali z odvodom Savitzky-Golay. Določili smo kalibracijske vzorce (te program 
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uporabi za postavitev modela) in kasneje pripravili neodvisne testne vzorce (na teh 
program preveri napoved modela), s katerimi smo z metodo PLS izvedli tudi navzkrižno 
validacijo (angl. cross validation). Z ustrezno validacijo zagotovimo, da je v modelu zajeta 
največja stopnja variabilnosti med podatki (25). S tem smo tudi preverili ustreznost modela 
za napovedovanje vrednosti s podatki (testni vzorci), ki jih nismo vključili v prvotno 
postavitev modela.   
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 LASTNOSTI RAZTOPIN ZA LIOFILIZACIJO 
Najprej smo z metodama mikroskopije z zamrzovanjem (angl. »freeze drying microscopy« 
– FDM) in diferenčne dinamične kalorimetrije (angl. »differencial scanning calorimetry« – 
DSC) ovrednotili raztopine za liofilizacijo. Določili smo kritične temperature za vsako 
formulacijo in na podlagi rezultatov določili temperaturo dvofaznega zamrzovanja, ki je 
bila enaka za vse štiri formulacije. 
Z mikroskopijo z zamrzovanjem smo formulacijam določili temperaturo zmrzišča in 
temperaturo kolapsa. Z metodo diferenčne dinamične kalorimetrije smo vzorcem 
formulacij določili temperaturo zmrzišča, temperaturo steklastega prehoda in temperaturo 
tališča. Rezultati obeh metod skupaj nam omogočajo podrobnejše ovrednotenje raztopin za 
liofilizacijo in omogočijo boljše načrtovanje liofilizacijskega cikla. 
4.1.1 Mikroskopija z zamrzovanjem in sušenjem 
Tabela VII: Rezultati FDM analize 
 LP-13 LP-14 LP-18 LP-19 
Tz [°C] –28 –28 –30 –25 
Tc (osnovni 
cikel) [°C] 




–30 –34 –23 –20 
 
Rezultati analize FDM (tabela VII) kažejo, da so temperature zmrzišč raztopin podobne. 
Temperaturo zmrzišča (Tz) za raztopini LP-13 in LP-14 smo določili pri –28 °C, za 
raztopino LP-18 pri –30 °C in za raztopino LP-19 pri –25 °C. Temperaturo kolapsa (Tc) 
smo raztopinam določili za vsak cikel posebej. Pri posnemanju osnovnega liofilizacijskega 
cikla opazimo, da je temperatura kolapsa nekoliko višja pri formulacijah z manitolom (–26 
°C in –28 °C) kot pri formulacijah z natrijevim kloridom (–29 °C in –36 °C). Pri 
posnemanju cikla z dvofaznim zamrzovanjem temperaturo kolapsa pri formulacijah z 
natrijevim kloridom določimo pri –30 °C in –23 °C, pri formulacijah z manitolom pa pri –
34 °C in –20 °C. Vidimo, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja vpliva na temperaturo 
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kolapsa pri vseh formulacijah. Temperatura kolapsa je pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem pri formulacijah LP-13 in LP-14 nižja kot pri osnovnem ciklu, pri 
formulacijah LP-18 in LP-19 pa višja kot pri osnovnem ciklu. Vpliv dvofaznega 
zamrzovanja na temperaturo kolapsa je najmanjši pri formulaciji LP-13. 
 
Slika 6: Začetek kolapsa vzorca LP-13 
4.1.2 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
Tabela VIII: Rezultati DSC analize 
 LP-13 LP-14 LP-18 LP-19 
Tz [°C] –28 do –31 –28,5 –29 do –32 –28 do –32 
Tg [°C] –25 –27 –23 –28 
Tt [°C] –15 do 0 –12 do 0 –13 do 0 –11 do 0 
 
Iz rezultatov analize DSC (tabela VIII) vidimo, da vsi opazovani vzorci začnejo 
zamrzovati in se taliti pri podobnih temperaturah (začetek zamrzovanja med –28 °C in –29 
°C ter začetek taljenja med –15 °C in –11 °C). Interval zamrzovanja je pri formulacijah z 
NaOH širši (LP-18, LP-19). Temperature zamrzovanj, določene z različnima metodama, so 
med seboj zelo podobne. Tudi razlike v temperaturah steklastega prehoda (Tg) so med 
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vzorci majhne, vendar tukaj vseeno opazimo, da sta temperaturi steklastega prehoda za 
vzorca z manitolom (–27 °C in –28 °C) nekoliko nižji od temperatur steklastega prehoda 
vzorcev z natrijevim kloridom (–25 °C in –23 °C).  
Na podlagi rezultatov obeh analiz smo za vse vzorce določili temperaturo dvofaznega 
zamrzovanja pri –21 °C. Izbrana temperatura je višja od temperatur steklastega prehoda 
posameznih formulacij in hkrati nižja od temperatur tališča posameznih formulacij, kot je 
tudi predlagano v objavljeni literaturi (11). 
V prvem delu eksperimentalnega dela smo želeli določiti vpliv spremenljivk, kot sta 
volumen polnitve in vpeljava dvofaznega zamrzovanja na izbrane kritične lastnosti 
produkta, kot so vsebnost rezidualne vode, specifična površina, čas rekonstitucije in 
stabilnost. Analizirali smo liofilizate štirih formulacij, ki se razlikujejo v izbiri 
izotoničnega sredstva (natrijev klorid ali manitol) in sredstva za uravnavanje pH-vrednosti 
(L-arginin ali natrijev hidroksid). 
Vpeljava dvofaznega zamrzovanja v cikel liofilizacije ima lahko pozitiven ali negativen 
vpliv na parametre kakovosti končnega produkta, zato je potrebno vplive dvofaznega 
zamrzovanja na opazovan vzorec vnaprej dobro oceniti. Nekatere posledice dvofaznega 
zamrzovanja so lahko: 
- rast kristalov ledu na račun manjših kristalov, kar lahko rezultira v nastanku odprtih 
por, ki olajšajo prehajanje molekul vode med primarnim sušenjem ali v nastanku 
več zaprtih por, ki otežijo prehajanje molekul vode med primarnim sušenjem (1, 
11, 15), 
- manjša specifična površina liofilizata (1), 
- popolna kristalizacija nekaterih pomožnih snovi, kar lahko prispeva k izboljšanju 
stabilnosti liofilizatov med shranjevanjem (1, 13), 
- manjše razlike med vzorci znotraj serije (11). 
4.2 VREDNOTENJE LIOFILIZATOV 
4.2.1 Vsebnost vode 
Vsebnost rezidualne vode smo določali z volumetrično titracijo po metodi Karl Fischer. 
Grafi prikazujejo vsebnosti rezidualne vode izražene z maso, v miligramih [mg] na vialo 
(mg/vialo). Zanimala nas je namreč primerjava med vsebnostmi rezidualne vode v 
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različnih formulacijah z različnimi masnimi koncentracijami topljencev v raztopini za 
liofilizacijo oz. različnimi polnilnimi volumni. Za lažjo interpretacijo rezultatov so v 
spodnji tabeli podane teoretične mase liofilizatov in pomožne snovi, v katerih se 
formulacije ločijo. 
Tabela IX: Teoretične mase liofilizatov in pomožne snovi 














LP-13 46,06 98,12 147,18 NaCl L-arginin 
LP-14 172,00 344,00 516,00 Manitol L-arginin 
LP-18 36,28 76,52 114,78 NaCl NaOHaq 
LP-19 162,14 324,28 486,42 Manitol NaOHaq 
 
4.2.1.1 Vpliv volumna polnitve na vsebnost rezidualne vode 
 
Graf 1 Vpliv polnilnega volumna na vsebnost rezidualne vode v liofilizatih osnovnega cikla 
Absolutna vsebnost rezidualne vode se giblje med 0,51 mg in 1,26 mg pri formulacijah LP-
13 in LP-18 (izotonično sredstvo NaCl) in med 1,19 mg in 3,10 mg pri formulacijah LP-14 
in LP-19 (izotonično sredstvo manitol). Rezultati kažejo (graf 1), da se vsebnost rezidualne 


























na vsebnost rezidualne vode v lioiflizatih je največji in najbolj enakomeren pri formulaciji 
LP-14. Pri formulacijah z natrijevim kloridom (LP-13 in LP-18) je vpliv polnilnega 
volumna manjši kot pri formulacijah z manitolom (LP-14 in LP-19). Pri formulaciji LP-13 
je vsebnost rezidualne vode pri volumnih polnitve 2 ml in 3 ml podobna. Pri formulacijah 
LP-18 in LP-19 je vsebnost rezidualne vode pri volumnih polnitve 1 ml in 2 ml podobna, 
vsebnost rezidualne vode pri volumnu polnitve 3 ml pa večja od prvih dveh. Volumen 
polnitve ima torej pri vseh formulacijah vpliv na vsebnost rezidualne vode v liofilizatu.  
 
Graf 2 Vpliv polnilnega volumna na vsebnost rezidualne vode v liofilizatih cikla z dvofaznim zamrzovanjem 
Absolutna vsebnost rezidualne vode v liofilizatih izdelanih z dvofaznim zamrzovanjem se 
giblje med 0,49 mg in 3,11 mg in pri vseh formulacijah narašča z naraščajočim volumnom 
polnitve (graf 2). Večji vpliv volumna polnitve na vsebnost rezidualne vode v liofilizatih 
opazimo pri formulacijah z manitolom (LP-14 in LP-19). Pri formulacijah z natrijevim 
kloridom (LP-13 in LP-18) so razlike med vsebnostmi rezidualne vode pri različnih 
polnilnih volumnih manjše. Enako kot pri osnovnem ciklu tudi pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem ugotovimo, da volumen polnitve vpliva na absolutno vsebnost rezidualne 
vode. 
Pri metodi zamrzovanja z ohlajanjem polic velja, da volumen polnitve neposredno vpliva 
na čas, ki je potreben, da celoten vzorec zamrzne. Večji kot je volumen polnitve, daljši je 
čas, ki je potreben za solidifikacijo vzorca v viali. Volumnom polnitve, ki rezultirajo v 


























izotermnega vzdrževanja temperature polic na končni temperaturi zamrzovanja naj bo 1 
uro za višino polnitve 1 cm in se naj za vsak dodatni cm višine podaljša za 1 uro (19). V 
našem primeru je bil liofilizacijski cikel za vse volumne polnitve enak in ustreza 
literaturnim priporočilom (izotermno vzdrževanje končne temperature zamrzovanja 3 ure). 
Glede na to, da smo vzorcem večjih volumnov polnitve določili višje vsebnosti rezidualne 
vode je možno, da so rezultati posledica različnega dogajanja v posameznih vzorcih 
različnih volumnov polnitev že v fazi zamrzovanja. Možno bi bilo, da vzorci večjih 
volumnov polnitev med fazo zamrzovanja niso popolnoma zamrznili, kar bi povečalo 
vsebnost rezidualne vode v produktu. V tem primeru bi prišlo med primarnim sušenjem do 
taljenja vzorca in porušila bi se njegova struktura. Kljub temu, da kolapsa na prvi pogled 
nismo opazili, bi lahko prišlo do mikro-kolapsa v delih liofilizata, kar bi vplivalo tudi na 
fazi primarnega in sekundarnega sušenja. Na potek primarnega kot tudi sekundarnega 
sušenja vpliva tudi število nukleacijskih jeder in hitrost rasti kristalov ledu v vzorcu v fazi 
zamrzovanja. Pri hitrejšem zamrzovanju pride do nastanka manjših kristalov ledu in tvori 
se gostejša mreža por, skozi katero med primarnim sušenjem migrirajo molekule vode. V 
tem primeru bi lahko pričakovali večjo vsebnost vode v liofilizatih z manjšim volumnom 
polnitve. Najverjetnejša je razlaga, da je vsebnost rezidualne vode v liofilizatih pri večjih 
volumnih polnitve večja zaradi večjega upora zgornje plasti ter daljše poti, ki jo morajo 
molekule vode premagati, da zapustijo pogačo med primarnim sušenjem. Večji volumen 
polnitve namreč pomeni tudi večjo maso liofilizata. Pri analizi temperature produkta, ki 
smo jo spremljali s termočleni smo opazili, da je temperatura vzorca volumna polnitve 3 
ml med primarnim sušenjem pri vseh formulacijah in v obeh ciklih primerljiva temperaturi 
vzorca volumna polnitve 2 ml. Iz tega težko sklepamo, da je bila sublimacija v vzorcu z 
večjim volumnom polnitve med fazo primarnega sušenja res počasnejša (priloge 1, 2, 3 in 
4). Je pa znano dejstvo (20), da vzorec s termočlenom ne odraža stanja celotne serije, saj 
kot že omenjeno lahko pride v opazovanem vzorcu do hitrejše nukleacije in posledično 
hitrejše sublimacije. Posledično je torej možno, da je bil čas sekundarnega sušenja za večje 
volumne polnitve prekratek (saj je bil enak za vse vzorce). Če to drži, bi lahko vsebnosti 
rezidualne vode v liofilizatih izenačili s podaljšanjem časa sekundarnega sušenja. V tem 
primeru moramo razmisliti, ali je podaljšanje faze sekundarnega sušenja smiselno oz. 
opravičeno, saj to posledično pomeni večje stroške proizvodnje. Večji vpliv volumna 
polnitve na vsebnost rezidualne vode opazimo pri formulacijah z manitolom, ki ima tudi 
vlogo polnila in liofilizati katerih imajo tudi večjo maso. 
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Na kinetiko desorpcije vode vpliva tudi specifična površina vzorca. Pri liofilizatih z 
manjšo specifično površino desorpcija vode poteče težje. Pri večjih volumnih polnitve je 
zamrzovanje počasnejše in specifična površina posledično manjša. V našem primeru smo 
ugotovili, da ima pri osnovnem ciklu volumen polnitve vpliv na specifično površino pri 
formulacijah LP-13 in LP-14, pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem pa pri formulacijah LP-
14 in LP-19. V teh primerih se specifične površine vzorcev manjšajo z večanjem volumna 
polnitve (glej poglavje 4.2.2.1), hkrati pa se vsebnost rezidualne vode veča. Glede na to 
lahko sklepamo, da je bil čas sekundarnega sušenja v omenjenih primerih prekratek in bi 
vsebnost vode lahko zmanjšali s podaljšanjem časa sekundarnega sušenja. 
Vsebnost vode smo zaradi primerjave med različnimi polnilnim volumni vrednotili v mg 
rezidualne vode v posamezni viali, saj s tem izničimo vpliv volumna praznega prostora v 
viali, ki je večji pri manjši masi kolača (manjšem polnilnem volumnu) in lahko povzroči 
lažno višjo vsebnost rezidualne vode. Kljub omejitvam vrednotenja v odstotkih, pa smo v 
nadaljevanju razprave, in sicer pri vrednotenju vpliva formulacije, uporabili tudi vsebnosti 
vode izražene v odstotkih. 
4.2.1.2 Vpliv formulacije na vsebnost rezidualne vode 
 
Graf 3 Primerjava vsebnosti rezidualne vode v liofilizatih različnih formulacij pri enakem polnilnem volumnu pri 
osnovnem ciklu 
Iz dobljenih podatkov vidimo (graf 3), da je vsebnost rezidualne vode pri posameznem 



























liofilizatih z natrijevim kloridom (med 0,51 mg in 1,26 mg). Če med sabo primerjamo 
formulaciji z manitolom vidimo, da je vsebnost vode pri polnilnem volumnu 2 ml manjša 
pri formulaciji z bazo NaOH (LP-19), pri polnilnih volumnih 1 ml in 3 ml se pa vsebnosti 
ne razlikujejo. Znotraj formulacij z NaCl opazimo, da je vsebnost vode pri volumnu 
polnitve 2 ml nižja pri formulaciji z bazo NaOH (LP-18), pri volumnu polnitve 3 ml pa je 
pri tej formulaciji nekoliko višja. 
 
Graf 4 Primerjava vsebnosti rezidualne vode v lioifilizatih različnih formulacij pri enakem polnilnem volumnu pri ciklu z 
dvofaznim zamrzovanjem 
Enako kot pri osnovnem ciklu, tudi pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem vidimo, da imajo 
liofilizati formulacij z manitolom pri vseh volumnih polnitev večjo vsebnost (maso) 
rezidualne vode (graf 4). Med formulacijama z manitolom ima pri polnilnem volumnu 1 ml 
višjo vsebnost vode formulacija z bazo L-arginin (LP-14), pri polnilnem volumnu 3 ml pa 
formulacija z bazo NaOH (LP-19). Če pa primerjamo formulaciji z NaCl pa vidimo, da je 
pri polnilnih volumnih 1 ml in 2 ml vsebnost vode višja pri formulacijah z bazo L-arginin 
(LP-13).  
V primeru, kadar med sabo vrednotimo formulacije različnih sestav, z različnimi 
polnilnimi volumni in pripravljene z različnimi procesi, primerjamo rezultate vsebnosti 
vode, izražene v mg/vialo. Vidimo, da je določena masa rezidualne vode v vseh liofilizatih 
tako pri osnovnem ciklu liofilizacije kot tudi pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem, večja 



























liofilizatih pri teh formulacijah zaradi že zgoraj navedenega vzroka manjši (tabela X). 
Manitol ima v formulaciji vlogo izotoničnega sredstva in polnila. Liofilizati z manitolom v 
formulaciji vsebujejo večjo količino izotoničnega sredstva (150 mg/ml oz. 148 mg/ml) od 
liofilizatov formulacij z natrijevim kloridom (27 mg/ml oz. 24 mg/ml), zato so na pogled 
kompaktnejši in imajo tudi večjo maso. To lahko oteži prehajanje molekul vode med 
sublimacijo in posledično rezultira v večji vsebnosti (masi) rezidualne vode v liofilizatih. 
Takšen vpliv se pri istem liofilizacijskem ciklu veča z večanjem volumna polnitve (saj se 
veča tudi masa liofilizatov).  
Z namenom vrednotenja formulacij z istim izotoničnim sredstvom, z enakim polnilnim 
volumnom in različnim tipom zamrzovanja (z ali brez dvofaznega zamrzovanja), lahko 
primerjamo med rezultati vode v odstotkih, določenih po enačbi 1. 




LP-13 LP-14 LP-18 LP-19 
Cikel Osnovni A Osnovni A Osnovni A Osnovni A 
1 ml 1,11 1,29 0,69 0,69 1,33 1,29 0,77 0,42 
2 ml 1,07 1,01 0,55 0,47 0,83 0,85 0,41 0,50 
3 ml 0,79 0,86 0,60 0,47 1,10 1,12 0,63 0,64 
 
Tabela X prikazuje delež rezidualne vode pri posameznih polnilnih volumnih določene 
formulacije in cikla. Opazimo, da so deleži rezidualne vode med posameznimi 
formulacijami znotraj enakega polnilnega volumna različni.  
Vidimo, da je delež rezidualne vode pri vseh polnilnih volumnih in obeh ciklih pri 
formulacijah z manitolom (LP-14 in LP-19) manjši. To potrjuje zgornjo hipotezo, da je v 
primeru večje mase kolača oz. manjšega volumna praznega prostora v viali, dobljeni 
rezultat rezidualne vode v odstotkih lahko manjši, kar je po pričakovanjih ravno nasprotno 
rezultatu, izraženemu v mg/vialo. Na rezultate meritve vpliva tudi analizna napaka (ta je v 
našem primeru cca. 1 %) in glede na to, da se dobljeni rezultati med seboj le malo 
razlikujejo bi bilo za natančnejše vrednotenje smiselno preveriti, ali so rezultati statistično 
različni. Ko med seboj primerjamo liofilizate osnovnega cikla formulacij z manitolom 
 
1 A – oznaka za cikel z dvofaznim zamrzovanjem 
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vidimo, da je pri volumnu polnitve 1 ml delež rezidualne vode nekoliko večji in pri 
volumnu polnitve 2 ml nekoliko manjši pri formulaciji LP-19 (baza NaOH), pri polnitvi 3 
ml pa razlik med opazovanima formulacijama skorajda ni. Če med seboj primerjamo 
liofilizate osnovnega cikla formulacij z natrijevim kloridom (LP-13 in LP-18) pa opazimo, 
da je delež rezidualne vode pri volumnih polnitve 1 ml in 3 ml večji pri formulaciji LP-18 
(baza NaOH) in pri polnitvi 2 ml večji pri formulaciji LP-13 (baza L-arginin). Če med 
seboj primerjamo liofilizate cikla z dvofaznim zamrzovanjem  formulacij z manitolom 
opazimo, da je delež rezidualne vode pri volumnu polnitve 1 ml manjši pri formulaciji LP-
19 (baza NaOH), pri polnitvi 2 ml razlik skorajda ni in pri polnitvi 3 ml je delež rezidualne 
vode manjši pri formulaciji LP-14 (baza L-arginin). Če pa med seboj primerjamo liofilizate 
cikla z dvofaznim zamrzovanjem formulacij z NaCl pa vidimo, da je delež rezidualne vode 
pri polnitvi 1 ml enak pri obeh formulacijah, pri volumnu polnitve 2 ml večji in pri 
volumnu polnitve 3 ml manjši pri formulaciji LP-13 (baza L-arginin).  
Pri formulaciji LP-13 opazimo, da se delež rezidualne vode po vpeljavi dvofaznega 
zamrzovanja nekoliko poveča pri polnilnih volumnih 1 ml in 3 ml, pri polnilnem volumnu 
2 ml pa je vsebnost rezidualne vode po vpeljavi dvofaznega zamrzovanja nekoliko manjša. 
Pri formulaciji LP-14 se delež rezidualne vode po vpeljavi dvofaznega zamrzovanja ne 
spremeni pri volumnu polnitve 1 ml in se zmanjša pri volumnih polnitve 2 ml in 3 ml. Za 
formulacijo LP-18 velja, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja pri nobenem volumnu 
polnitve nima vpliva na delež rezidualne vode. Enako velja tudi za formulacijo LP-19 pri 
polnilnem volumnu 3 ml, pri polnilnem volumnu 1 ml se pa delež rezidualne vode po 
vpeljavi dvofaznega zamrzovanja zmanjša, pri polnilnem volumnu 2 ml pa nekoliko zveča. 
Glede na to, da je bil namen raziskave določiti polnilni volumen in metodo zamrzovanja z 
namenom proizvodnje liofilizata z optimalnimi vrednostmi vsebnosti rezidualne vode, 
lahko zaključimo, da glede na splošne zahteve za vsebnosti rezidualne vode, vsi naši 
produkti ustrezajo zahtevam (vsebnost rezidualne vode naj bo nižja od 2 % (19)). V 
nadaljevanju raziskav na področju bi bilo smiselno preveriti razlike v sorpcijskih lastnostih 
omenjenih liofilizatov. 
Kot smo že omenili zgoraj, je vsebnost rezidualne vode lahko odvisna tudi od specifične 
površine liofilizatov. Manjšo specifično površino bodo v teoriji imeli liofilizati z večjo 
vsebnostjo topljencev (LP-14 in LP-19), zato pri teh liofilizatih pričakujemo, da bo 
vsebnost rezidualne vode zaradi težje odstranitve vode iz liofilizatov večja (19) 
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(upoštevamo, da je liofilizacijski cikel enak za vse formulacije in volumne polnitve). Naši 
rezultati glede vsebnosti rezidualne vode to potrdijo, saj vidimo, da je vsebnost (masa) 
rezidualne vode pri obeh ciklih in pri vseh volumnih polnitve večja pri formulacijah z 
manitolom, ki imata večjo vsebnost topljencev. Vendar pa temu ne sledijo naši rezultati 
glede specifične površine, zato v našem primeru ne moremo potrditi povezave med 
omenjenima parametroma kakovosti, saj na vsebnost rezidualne vode lahko vpliva tudi 
razporeditev por v liofilizatu ter morebitna tvorba skorje med procesom liofilizacije. Pri 
interpretaciji rezultatov in povezavah med različnimi parametri moramo upoštevati, da 
vsebnost rezidualne vode in specifična površina nista bili določeni na istih vzorcih, saj sta 
obe metodi destruktivni. Prav tako moramo upoštevati možno variabilnost znotraj 
posamezne serije in število analiziranih vzorcev. 
4.2.1.3 Vpliv dvofaznega zamrzovanja na vsebnost rezidualne vode 
 
Graf 5 Vpliv dvofaznega zamrzovanja na vsebnost rezidualne vode v liofilizatih2 
Za formulaciji LP-13 in LP-18 rezultati kažejo (graf 5), da vpeljava dvofaznega 
zamrzovanja pri nobenem volumnu polnitve bistveno ne vpliva na vsebnost rezidualne 
vode. Pri formulaciji LP-14 rezultati kažejo, da je vsebnost rezidualne vode pri dvofaznem 
zamrzovanju manjša pri volumnih polnitve 2 ml in 3 ml, medtem ko pri volumnu polnitve 
1 ml ostane nespremenjena. Pri formulaciji LP-19 pa vidimo, da je vsebnost rezidualne 
vode v liofilizatih po vpeljavi dvofaznega zamrzovanja manjša pri polnitvi 1 ml, večja pri 
 































polnitvi 2 ml, pri polnitvi 3 ml pa ostane nespremenjena. Glede na to, da so razlike med 
vsebnostmi rezidualne vode pri različnih liofilizacijskih ciklih majhne, lahko sklepamo, da 
vpeljava dvofaznega zamrzovanja pri nobeni formulaciji in nobenem volumnu polnitve 
nima velikega vpliva na vsebnost rezidualne vode (glej tudi tabelo X na str. 36). 
Pri dvofaznem zamrzovanju pride v primerjavi z osnovnim ciklom liofilizacije med drugim 
tudi do nastanka večjih kristalov ledu in s tem do drugačne razporeditve por v liofilizatu, 
kar pa lahko vpliva na proces sublimacije med primarnim sušenjem. V primerih, ko v 
liofilizatih cikla z dvofaznim zamrzovanjem v primerjavi z osnovnim liofilizacijskim 
ciklom določimo večjo vsebnost rezidualne vode (LP-19 2 ml) je verjetno, da je dvofazno 
zamrzovanje rezultiralo v večjem številu zaprtih por, kar je otežilo migracijo molekulam 
vode med primarnim sušenjem. Nasprotno temu lahko dvofazno zamrzovanje rezultira v 
večjem številu odprtih por, kar olajša in pospeši sublimacijo topila med primarnim 
sušenjem (LP-19 1 ml, LP-14 2 ml in LP-14 3 ml). V ostalih primerih drugačna 
razporeditev por zaradi dvofaznega zamrzovanja nima bistvenega vpliva na vsebnost 
rezidualne vode v liofilizatih ali pa dvofazno zamrzovanje ne vpliva na razporeditev por v 
liofilizatu. 
V fazi zamrzovanja lahko pride do prenasičenosti raztopine v medprostorih ledu, kar vodi 
v formacijo t.i. metastabilnega steklastega stanja. Ta pojav je značilen za zamrzovanje 
formulacij, ki v sestavi vsebujejo manitol (11). Z vpeljavo dvofaznega zamrzovanja v cikel 
lahko dosežemo popolno kristalizacijo nekaterih pomožnih snovi (1, 13), s čimer se 
izognemo morebitni prisotnosti amorfne faze snovi, ki bi lahko v strukturi zadrževala 
vodo. Dvofazno zamrzovanje pa vpliva tudi na pojavno obliko, v kateri manitol kristalizira 
(polimorfne oblike α, β ali δ, MHH) (17). Pričakovali smo, da bomo večje spremembe 
vpliva dvofaznega zamrzovanja opazili pri liofilizatih formulacij, ki v sestavi vsebujejo 
manitol. V našem primeru dvofazno zamrzovanje pri formulacijah z NaCl praktično nima 
vpliva na vsebnost rezidualne vode. Pri formulacijah z manitolom pa opazimo majhen 
vpliv dvofaznega zamrzovanja na vsebnost rezidualne vode, iz česar lahko sklepamo, da 
morebitne spremembe v kristalizaciji manitola med dvofaznim zamrzovanjem ne vplivajo 
na vsebnost rezidualne vode. Ob upoštevanju rezultatov vizualnega vrednotenja liofilizatov 
z manitolom (poglavje 4.3.1) lahko pridemo do zaključka, da je možno, da smo z 
dvofaznim zamrzovanjem vplivali na kristalizacijo manitola (izgled kolača liofilizatov 
cikla z dvofaznim zamrzovanjem se po obremenitvi ne spremeni, medtem ko pri liofilizatih 
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osnovnega cikla po obremenitvi opazimo spremembe v izgledu), vendar se ta vpliv ni 
odrazil tudi na vsebnosti rezidualne vode. 
4.2.2 Specifična površina 
Da  bi ugotovili, ali so rezultati specifične površine liofilizatov med seboj statistično 
različni, smo na rezultatih izvedli statistično analizo t-test. Pri interpretaciji rezultatov 
moramo upoštevati tudi napako metode ter analizno napako. 
4.2.2.1 Vpliv volumna polnitve na specifično površino liofilizata 
 
Graf 6 Vpliv volumna polnitve na SSA liofilizatov pri osnovnem ciklu 
Rezultati kažejo (graf 6), da so razlike med specifičnimi površinami liofilizatov različnih 
volumnov polnitev pri osnovnem ciklu liofilizacije največje pri formulaciji LP-14, pri 
formulaciji LP-19 pa se specifična površina le malo spreminja. Pri formulacijah LP-13 in 
LP-14 se specifična površina manjša z večanjem volumna polnitve, pri čemer večje razlike 
opazimo pri vzorcih LP-14, kjer je specifična površina liofilizata polnitve 1 ml dvakrat 
večja od specifične površine liofilizata polnitve 2 ml. Pri formulaciji LP-13 ugotovimo 
statistično pomembne razlike med specifičnima površinama volumnov polnitve 1 ml in 3 
ml, pri formulaciji LP-14 pa med volumni polnitev 1 ml in 2 ml ter 1 ml in 3 ml. Pri 
formulaciji LP-18 je specifična površina pri volumnih polnitve 1 ml in 2 ml skoraj enaka in 
je večja od specifične površine pri volumnu polnitve 3 ml, pri formulaciji LP-19 se pa 


























na specifično površino liofilizata pri formulacijah LP-13 in LP-14, pri formulacijah LP-18 
in LP-19 pa statistično pomembnih razlik med specifičnimi površinami različnih volumnov 
polnitev nismo ugotovili. 
 
Graf 7 Vpliv volumna polnitve na SSA liofilizatov pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem 
Pri ciklu liofilizacije z dvofaznim zamrzovanjem rezultati kažejo (graf 7), da specifična 
površina z naraščajočim volumnom polnitve pri formulacijah LP-14 in LP-19 pada. Pri 
formulaciji LP-13 se specifična površina z volumnom polnitve le malo spremeni, isto velja 
tudi za liofilizate formulacij LP-18. Razlike med specifičnimi površinami liofilizatov 
različnih volumnov polnitev so največje pri formulaciji LP-14 in najmanjše pri formulaciji 
LP-13. Volumen polnitve ima na specifično površino liofilizatov pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem vpliv pri formulacijah LP-14 in LP-19. Pri teh formulacijah ugotovimo 
statistično pomembne razlike med specifičnima površinama volumnov polnitev 1 ml in 3 
ml (velja za obe formulaciji), medtem ko za formulaciji LP-13 in LP-18 statistično 
pomembnih razlik med specifičnimi površinami nismo potrdili za nobeno kombinacijo 
volumnov polnitve. 
Pogoji v fazi zamrzovanja so bili enaki za vse volumne polnitve (enaka hitrost ohlajanja 
polic liofilizatorja in enak čas izotermnega držanja na končni temperaturi polic 
liofilizatorja). Volumen polnitve vpliva na hitrost rasti kristalov ledu, ki je manjša pri 
večjih volumnih polnitve. Počasnejša rast kristalov ledu rezultira v manjši specifični 



























manjše. To pri osnovnem ciklu drži za formulaciji LP-13 in LP-14, pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem pa za formulaciji LP-14 in LP-19 (pri LP-13 in LP-18 pa volumen polnitve 
ne vpliva na specifično površino). 
4.2.2.2 Vpliv formulacije na specifično površino liofilizata 
 
Graf 8 Primerjava SSA liofilizatov različnih formulacij pri enakem polnilnem volumnu pri osnovnem ciklu 
Rezultati kažejo (graf 8), da imata pri volumnu polnitve 1 ml formulaciji LP-13 in LP-14 
za skoraj dvakrat večjo specifično površino od formulacij LP-18 in LP-19. Pri volumnu 
polnitve 1 ml statističnih razlik med specifičnimi površinami liofilizatov ne ugotovimo le 
med formulacijama LP-18 in LP-19. Formulacija LP-13 ima največjo specifično površino 
tudi pri volumnih polnitve 2 ml in 3 ml. Specifične površine formulacij LP-14, LP-18 in 
LP-19 se pri teh volumnih polnitve med seboj malo razlikujejo in so za skoraj polovico 
nižje od specifične površine formulacije LP-13. Pri volumnih polnitve 2 ml in 3 ml smo 
potrdili, da se specifična površina liofilizatov formulacije LP-13 statistično razlikuje od 
specifičnih površin ostalih formulacij, pri volumnu polnitve 2 ml pa še, da se statistično 




























Graf 9 Primerjava SSA liofilizatov različnih formulacij pri enakem polnilnem volumnu pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem 
Največje razlike med specifičnimi površinami različnih formulacij pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem (graf 9) opazimo pri volumnu polnitve 3 ml, pri volumnih polnitve 1 ml in 
2 ml pa se specifične površine manj razlikujejo med seboj. Pri volumnu polnitve 1 ml smo 
ugotovil statistične razlike med specifičnimi površinami med formulacijama LP-14 in LP-
19 in pri volumnu polnitve 2 ml med formulacijami LP-13 in LP-19 ter LP-18 in LP-19. 
Pri volumnu polnitve 3 ml se specifične površine liofilizatov različnih formulacij med 
seboj statistično ne razlikujejo. Razlike med specifičnimi površinami med formulacijami 
pri posameznem polnilnem volumnu so pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem v primerjavi 




























4.2.2.3 Vpliv dvofaznega zamrzovanja na specifično površino liofilizata 
 
Graf 10 Vpliv dvofaznega zamrzovanja na SSA liofilizatov3 
Rezultati kažejo (graf 10), da pri formulaciji LP-13 vpeljava dvofaznega zamrzovanja v 
cikel pri vseh volumnih polnitve vpliva na specifično površino liofilizatov tako, da jo 
zmanjša, pri čemer statistične razlike med specifičnimi površinami liofilizatov različnih 
liofilizacijskih ciklov opazimo pri volumnih polnitve 1 ml in 2 ml. Tudi za formulacijo LP-
14 velja, da je specifična površina liofilizatov cikla z dvofaznim zamrzovanjem manjša. V 
tem primeru opazimo statistične razlike med specifičnimi površinami liofilizatov različnih 
ciklov pri volumnih polnitve 1 ml in 3 ml. Tudi pri formulaciji LP-18 dvofazno 
zamrzovanje ima vpliv na specifično površino in jo pri volumnih polnitev 1 ml in 2 ml 
zmanjša, pri volumnu polnitve 3 ml pa poveča. Za formulacijo LP-19 pa velja, da pri 
volumnu polnitve 1 ml vpliva dvofaznega zamrzovanja ne opazimo, pri volumnih polnitve 
2 ml in 3 ml je pa specifična površina liofilizatov po dvofaznem zamrzovanju tudi manjša. 
Statističnih razlik med specifičnimi površinami liofilizatov različnih liofilizacijskih ciklov 
pri formulacijah LP-18 in LP-19 kljub temu ne potrdimo pri nobenem volumnu polnitve. 
Dvofazno zamrzovanje sicer pri vseh formulacijah vpliva na parameter specifične 
površine, pri čemer največji vpliv opazimo pri formulacijah LP-13 in LP-14 (obe vsebujeta 
L-arginin). 
 



























Vpeljava dvofaznega zamrzovanja v liofilizacijski cikel zaradi rasti večjih kristalov na 
račun manjših teoretično zmanjša specifično površino liofilizatov (1). Dobljeni 
eksperimentalni rezultati v večini primerov temu sledijo, saj vidimo, da so specifične 
površine liofilizatov osnovnega cikla v vseh poskusih večje kot pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem. Ugotovili smo pa, da so razlike med specifičnimi površinami različnih 
ciklov zamrzovanja statistično pomembne le pri formulacijah LP-13 (volumna polnitve 1 
ml in 2 ml) in LP-14 (volumna polnitve 1 ml in 3 ml).  
Pri vzorcih, pripravljenih z dvofaznim zamrzovanjem bi lahko prav tako pričakovali, da bo 
vsebnost vode večja pri liofilizatih z manjšo specifično površino, vendar tega naši rezultati 
ne potrdijo. Iz tega sklepamo, da je dvofazno zamrzovanje vplivalo na porazdelitev in tip 
(odprte/zaprte) por v liofilizatih. Glede na to, da je specifična površina liofilizatov po 
dvofaznem zamrzovanju pri formulacijah LP-13 in LP-14 v vseh primerih manjša, 
vsebnost vode pa je ostala nespremenjena ali se je zmanjšala (LP-14 2 ml in 3 ml) 
sklepamo, da je razporeditev por v liofilizatih po dvofaznem zamrzovanju takšna, da 
omogoča lažje prehajanje molekul vode med sušenjem. Pri formulaciji LP-19 specifična 
površina ostane nespremenjena pri polnitvi 1 ml, vsebnost rezidualne vode se pa v tem 
primeru zmanjša. Torej je tudi v liofilizatu formulacije LP-19 razporeditev por po 
dvofaznem zamrzovanju za migracijo vode iz pogače ugodnejša, kar pa velja tudi za 
polnitev 3 ml (SSA se zmanjša, vsebnost vode se ne spremeni). Pri polnitvi 2 ml se pa 
vsebnost vode nekoliko poveča ob tem, da se specifična površina zmanjša. V tem primeru 
dvofazno zamrzovanje manj vpliva na porazdelitev por ali pa rezultira v takšni razporeditvi 
por, ki otežuje migracijo molekulam vode med sušenjem. Glede na to, da so razlike 
majhne, je bolj verjetno, da je večja vsebnost vode posledica prekratkega časa 
sekundarnega sušenja in pri nekaterih formulacijah manjše specifične površine (LP-19, 2 
ml). Pri formulaciji LP-18 je vpliv dvofaznega zamrzovanja na oba parametra minimalen. 
4.2.3 Čas rekonstitucije 
Rezultati so podani kot povprečje dveh meritev. 
Tabela XI: Rekonstitucijski časi za formulacijo LP-13 
LP-13 
Osnovni cikel 
Cikel z dvofaznim 
zamrzovanjem 
Polnitev [ml] 1 2 3 1 2 3 
Čas rekonstitucije [s] 1 2 3 18 27 29 
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Tabela XII: Rekonstitucijski časi za formulacijo LP-14 
LP-14 
Osnovni cikel 
Cikel z dvofaznim 
zamrzovanjem 
Polnitev [ml] 1 2 3 1 2 3 
Čas rekonstitucije [s] 10 23 31 31 26 92 
 
Tabela XIII: Rekonstitucijski časi za formulacijo LP-18 
LP-18 
Osnovni cikel 
Cikel z dvofaznim 
zamrzovanjem 
Polnitev [ml] 1 2 3 1 2 3 
Čas rekonstitucije [s] 22 12 14 5 10 14 
 
Tabela XIV: Rekonstitucijski časi za formulacijo LP-19 
LP-19 
Osnovni cikel 
Cikel z dvofaznim 
zamrzovanjem 
Polnitev [ml] 1 2 3 1 2 3 
Čas rekonstitucije [s] 19 83 28 44 62 101 
 
Ena izmed glavnih prednosti liofilizacije je hitra rekonstitucija produkta (3). Čas 
rekonstitucije je odvisen od specifične površine liofilizatov, ki je teoretično manjša pri 
liofilizatih cikla z dvofaznim zamrzovanjem in pri raztopinah z večjo koncentracijo 
topljencev v raztopini (1, 19). Na rekonstitucijski čas liofilizatov vpliva tudi morebiten 
kolaps (v primeru kolapsa se rekonstitucijski čas podaljša) (27). Pri naših vzorcih kolapsa 
(vizualno) nismo zaznali, možno pa je, da je prišlo do mikro-kolapsa v posameznih 
liofilizatih. Študije so pokazale tudi, da je pri sklepanju na rekonstitucijski čas potrebno 
upoštevati še tip (odprte / zaprte) in velikost por (15). 
Naši eksperimentalni podatki kažejo (graf 10), da je specifična površina liofilizatov cikla z 
dvofaznim zamrzovanjem v vseh primerih manjša od specifične površine liofilizatov 
osnovnega cikla (glej poglavje 4.2.2.3). Pričakujemo torej, da bo rekonstitucijski čas 
liofilizatov cikla z dvofaznim zamrzovanjem daljši, kar eksperimentalni podatki o času 
rekonstitucije delno potrdijo. Torej lahko sklepamo, da čas rekonstitucije v našem primeru 
ni odvisen le od specifične površine liofilizatov. 
Rekonstitucija liofilizatov osnovnega cikla formulacije LP-13 poteče takoj ob dodatku 
topila. Ti liofilizati izkazujejo tudi veliko specifično površino. Čas rekonstitucije je pri 
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liofilizatu LP-13 cikla z dvofaznim zamrzovanjem daljši, prav tako pa je tudi njegova 
specifična površina manjša. Tako kot pri parametru specifične površine tudi pri meritvah 
rekonstitucijskega časa pri formulaciji LP-13 opazimo večji vpliv dvofaznega zamrzovanja 
od volumna polnitve (graf 11). Pri liofilizatu formulacije LP-14 pri osnovnem ciklu 
opazimo vpliv volumna polnitve na čas rekonstitucije (čas rekonstitucije je daljši pri 
večjem volumnu polnitve). Za formulacijo LP-14 smo potrdili vpliv volumna polnitve tudi 
na specifično površino liofilizatov (specifična površina se z večanjem volumna polnitve 
manjša). Rezultati kažejo tudi, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja podaljša čas 
rekonstitucije pri vseh volumnih polnitve. Tudi specifična površina teh liofilizatov je po 
vpeljavi dvofaznega zamrzovanja manjša (graf 12). Pri formulaciji LP-18 pri nobenem 
ciklu ne opazimo velikih razlik v času rekonstitucije s spreminjanjem volumna polnitve. 
Na čas rekonstitucije ne vpliva niti vpeljava dvofaznega zamrzovanja. Opazovana 
parametra volumen polnitve in dvofazno zamrzovanje pri formulaciji LP-18 tudi nimata 
velikega vpliva na specifično površino liofilizatov (graf 13). Opazimo pa, da je pri 
volumnu polnitve 1 ml rekonstitucijski čas po vpeljavi dvofaznega zamrzovanja krajši, 
specifična površina pa manjša. Možno je, da je v tem primeru med dvofaznim 
zamrzovanjem nastalo več zaprtih por, v katere topilo težje prodira. Rekonstitucijski časi 
različnih volumnov polnitev se pri formulaciji LP-19 pri liofilizatih osnovnega cikla 
razlikujejo (najdaljši pri polnitvi 2 ml), pri čemer so pa specifične površine teh vzorcev 
podobne. Po vključitvi dvofaznega zamrzovanja v cikel liofilizacije se čas rekonstitucije 
podaljša pri polnitvah 1 ml in 3 ml ter skrajša pri polnitvi 2 ml. Specifična površina 
liofilizatov po dvofaznem zamrzovanju je v primerjavi s specifično površino liofilizatov 
osnovnega cikla manjša pri volumnih polnitev 2 ml in 3 ml in večja pri volumnu polnitve 1 
ml (graf 14). Pri volumnu polnitve 2 ml je možno, da je med dvofaznim zamrzovanjem 
prišlo do drugačne razporeditve por v liofilizatu in je nastala takšna struktura vzorca, v 
katero topilo lažje prodre. Nasprotno pa velja za polnitev 1 ml. Možno je tudi, da je prišlo 
pri liofilizatih polnitve 2 ml pri osnovnem ciklu do mikro-kolapsa v vzorcih ali pa je 
variabilnost znotraj serije zelo velika in se rekonstitucijski časi liofilizatov med seboj zelo 
razlikujejo. Ko povezujemo parameter časa rekonstitucije s specifično površino moramo 
upoštevati, da smo oba parametra določali na različnih vzorcih (obe metodi sta destruktivni 
in istemu liofilizatu nismo mogli določiti tako specifične površine kot časa rekonstitucije).  
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Čas rekonstitucije liofilizatov z dvofaznim zamrzovanjem je večinoma daljši od 
rekonstitucijskega časa liofilizatov osnovnega cikla, kar bi lahko nakazovalo na nastanek 
večjega števila zaprtih por, v katere topilo težje prodira. Zaključimo, da na čas 
rekonstitucije v našem primeru verjetno vpliva vsaj kombinacija specifične površine in tipa 
por oz. strukture kolača. 
 
Graf 11 Odvisnost rekonstitucijskega časa od SSA pri formulaciji LP-134 
 
Graf 12 Odvisnost rekonstitucijskega časa od SSA pri formulaciji LP-14 
 




Graf 13 Odvisnost rekonstitucijskega časa od SSA pri formulaciji LP-18 
 
Graf 14 Odvisnost rekonstitucijskega časa od SSA pri formulaciji LP-19 
Rezultati kažejo, da imata formulaciji z manitolom (LP-14 in LP-19) v glavnem daljše 
rekonstitucijske čase od formulacij z natrijevim kloridom (LP-13 in LP-18). Topilo torej 
lažje prodira v liofilizate formulacij z natrijevim kloridom, bodisi zaradi bolj odprte 
strukture liofilizatov, mase liofilizatov ali pa zaradi boljše topnosti natrijevega klorida v 
primerjavi z manitolom v vodi. Na čas rekonstitucije med drugim namreč vplivata tudi 
topnost posameznih topljencev v vodi in koncentracija topljencev v raztopini za 
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liofilizacijo. Topnost manitola v vodi (182 mg/ml) je nižja od topnosti natrijevega klorida v 
vodi (357 mg/ml), hkrati pa je masa liofilizata v primeru vzorcev z manitolom bistveno 
večja kot v primeru NaCl, s čimer lahko v veliki meri pojasnimo razlike med 
rekonstitucijskimi časi (1, 46). Količina manitola je v formulacijah LP-14 (150 mg/ml) in 
LP-19 (148 mg/ml) na zgornji meji topnosti, medtem ko je količina natrijevega klorida v 
formulacijah LP-13 (27 mg/ml) in LP-18 (24 mg/ml) veliko pod mejo topnosti. 
Pri interpretaciji rezultatov moramo upoštevati faktor človeške napake pri meritvi 
(usklajenost pri začetku meritve časa, intenziteta stresanja, odločitev, da je raztopina 
bistra), prav tako pa tudi variabilnost med vialami iste formulacije, polnitve in cikla. 
Upoštevati moramo tudi majhno število analiziranih vzorcev. 
4.3 STABILNOST LIOFILIZATOV 
Vzorce smo obremenili tako, da smo jih po liofilizaciji izpostavili stresnim pogojem (2 
meseca pri temperaturi 40 °C in na relativni vlažnosti 75 %). Liofilizate smo nato vizualno 
pregledali in jim z metodo tekočinske kromatografije z visoko ločljivostjo določili 
vsebnost sorodnih substanc.  
4.3.1 Vizualni pregled vzorcev po stresnem stabilnostnem 
testiranju 
Opazovali smo vpliv volumna polnitve, dvofaznega zamrzovanja in formulacije na izgled 
pogače. Že pred izpostavitvijo liofilizatov stresnim pogojem zabeležimo, da so liofilizati 
raztopin, pri katerih smo kot izotonično sredstvo uporabili manitol (LP-14 in LP-19) 
kompaktnejši od tistih, pri katerih smo kot izotonično sredstvo uporabili natrijev klorid 
(LP-13 in LP-18). Manitol ima v formulacijah tudi vlogo polnila in ga je v liofilizatih več v 
primerjavi z NaCl. Ne glede na cikel, polnitev in na formulacijo se barva pogače v 
nobenem primeru po obremenitvi ni spremenila in je ostala bela. 
Tabela XV: Vizualni pregled vzorcev po stresnem stabilnostnem testiranju po 2 m 40/75 
Vzorec Cikel Polnitev Opažanja 
LP-13 Osnovni cikel 
1 ml 
Popolnoma razpokan vzorec, odstopanje od sten in dna 
viale, struktura popolnoma porušena 
2 ml Razpokan vzorec, vidno odstopanje od stene viale 







Popolnoma razpokan vzorec, odstopanje od sten in dna 
viale, struktura popolnoma porušena 
2 ml 
Skrčen in razpokan vzorec, vidno odstopanje od stene 
viale, nekatere pogače odstopajo tudi od dna viale 
3 ml 





Nekatere pogače skoraj brez sprememb in kompaktne, 
nekatere pogače razpokane 
2 ml 
Vidno je zelo majhno odstopanje vzorca od stene viale, 
kompakten vzorec 
3 ml 




1 ml Vzorec brez sprememb in kompakten 
2 ml Vzorec brez sprememb in kompakten 




Vzorec odstopa od stene, nekatere pogače odstopajo 
tudi od dna viale 
2 ml Skrčen in razpokan vzorec 
3 ml Skrčena in na vrhu prašna pogača 
Dvofazno 
zamrzovanje 
1 ml Skrčen in razpokan vzorec 
2 ml 
Skrčen in razpokan vzorec, vidno odstopanje od stene 
viale 




Vidno odstopanje vzorca od stene viale, skrčen in 
ponekod zdrobljen vzorec 
2 ml 
Vidno manjše odstopanje vzorca od stene viale, 
skrčena pogača 
3 ml 
Vidno manjše odstopanje vzorca od stene viale in 
ponekod drobljenje vzorca 
Dvofazno 1 ml Vzorec brez sprememb in kompakten 
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zamrzovanje 2 ml Vzorec brez sprememb in kompakten 
3 ml Vzorec brez sprememb in kompakten 
 
Pri vizualnem pregledu vzorcev formulacij z manitolom opazimo (tabela XV), da je izgled 
pogače pri vseh volumnih polnitve boljši pri liofilizatih cikla z dvofaznim zamrzovanjem 
(vsi pregledani vzorci so brez sprememb in kompaktni) v primerjavi z liofilizati osnovnega 
cikla. Pri teh vzorcih opazimo le majhne spremembe po stresni obremenitvi. Manjša 
stabilnost pogače liofilizatov je lahko posledica sprostitve vezane vode iz amorfnega 
polnila med shranjevanjem, saj smo z vpeljavo dvofaznega zamrzovanja v cikel 
liofilizacije pri formulacijah z manitolom verjetno dosegli boljšo (popolnejšo) 
kristalizacijo manitola in s tem vplivali na boljši izgled pogače. 
Pri formulacijah z natrijevim kloridom opazimo velike spremembe v izgledu pogače 
liofilizatov po stresnem testiranju pri vseh pregledanih produktih obeh ciklov (tabela XV). 
Spremembe po izpostavljenosti liofilizatov stresnim pogojem so največje pri polnitvi 1 ml 
in najmanjše pri polnitvi 3 ml, boljšo stabilnost pogače liofilizatov pri ciklu z dvofaznim 
zamrzovanjem v primerjavi z osnovnim ciklom pa opazimo le pri volumnu polnitve 3 ml. 
Vendar tudi produkt polnilnega volumna 3 ml in cikla z dvofaznim zamrzovanjem po 
stresni obremenitvi ni brez sprememb. Razlik med stresno obremenjenimi liofilizati 
različnih ciklov tako skorajda ni in stabilnost pogače liofilizatov se pri posameznem ciklu 
izboljšuje z večanjem volumna polnitve. 
 
1 ml 
2 ml 3 ml 
liofilizati LP-13, 







Rezidualna voda v liofilizatu ob morebitni sprostitvi iz amorfnega polnila med 
shranjevanjem ogroža stabilnost produkta, saj zniža Tg vzorca. Manjši vpliv na stabilnost 
pogače liofilizatov pričakujemo pri liofilizatih z manjšo vsebnostjo rezidualne vode. 
Manjšo maso rezidualne vode smo določili formulacijam z natrijevim kloridom, ki pa 
izkazujejo slabši izgled v primerjavi s formulacijami z manitolom. Če pa med seboj 
primerjamo masno-masni delež rezidualne vode med formulacijami pa vidimo, da je le-ta 
pri obeh liofilizacijskih ciklih manjši pri formulacijah z manitolom (glej tabelo X). 
Rezultati analiz vsebnosti rezidualne vode kažejo tudi, da se masa rezidualne vode v 
liofilizatih povečuje z večanjem volumna polnitve oz. njihovo maso. Torej bi pričakovali, 





cikel z dvofaznim 
zamrzovanjem, po 
stresni obremenitvi 
1 ml 2 ml 3 ml 
liofilizati LP-14, 
osnovni cikel, po 
stresni obremenitvi 
1 ml 2 ml 3 ml 
liofilizati LP-14, 





obremenitve od liofilizatov polnitve 3 ml. Pri formulacijah z manitolom vpliva volumna 
polnitve na izgled pogače liofilizatov po izpostavljenosti pogojem obremenitve ne 
opazimo, pri formulacijah z natrijevim kloridom pa se izgled liofilizatov po 
izpostavljenosti pogojem obremenitve s povečevanjem volumna polnitve izboljšuje. 
Razlike v masno-masnih deležih rezidualne vode v liofilizatih različnih volumnov polnitev 
so majhne in jih ne moremo povezati s vplivom na izgled liofilizatov po izpostavljenosti 
pogojem obremenitve.  
Vpeljava dvofaznega zamrzovanja ima le majhen vpliv na vsebnost rezidualne vode v 
liofilizatih (tako na maso kot tudi na delež rezidualne vode), kljub temu pa je izgled pogače 
liofilizatov formulacij LP-14 in LP-19 cikla z dvofaznim zamrzovanjem boljši v primerjavi 
z liofilizati osnovnega cikla. Kot smo že omenili, je lahko razlog za to, da vpeljava 
dvofaznega zamrzovanja v cikel omogoča popolnejšo kristalizacijo v formulaciji prisotnih 
pomožnih snovi (npr. manitola), to pa tudi izboljša stabilnost produktov (1, 13). 
Temperatura dvofaznega zamrzovanja je bila pri vseh formulacijah enaka, –21 °C. Razlika 
med temperaturami steklastega prehoda raztopin posameznih formulacij in temperature 
dvofaznega zamrzovanja je manjša pri formulacijah z natrijevim kloridom. Možno je tudi, 
da pri teh formulacijah med dvofaznim zamrzovanjem ni prišlo do želenih sprememb v 
primerjavi z vzorci formulacij z manitolom, bodisi zaradi premajhne temperaturne razlike 
med temperaturo steklastega prehoda in temperaturo dvofaznega zamrzovanja, zaradi 
prekratkega časa temperiranja vzorca na temperaturi dvofaznega zamrzovanja ali pa je že 
pri osnovnem ciklu natrijev klorid popolnoma kristaliziral. Posledično razlik v stabilnosti 
liofilizatov različnih ciklov pri formulacijah z natrijevim kloridom ne opazimo oz. so le-te 
manjše. 
Iz vizualnega pregleda obremenjenih liofilizatov zaključimo, da vpeljava dvofaznega 
zamrzovanja, večji volumen polnitve pri formulacijah z natrijevim kloridom in izotonično 
sredstvo manitol v primerjavi z natrijevim kloridom izboljšajo stabilnost pogače 
liofilizatov. Razlog je lahko v tem, da ima manitol v formulaciji tudi vlogo polnila in imajo 
liofilizati tudi večjo maso. Posledično je takšna pogača bolj kompaktna in robustna. 
Dvofazno zamrzovanje izboljša stabilnost pogače liofilizatov formulacij LP-14 in LP-19, 
kar je verjetno posledica popolnejše kristalizacije manitola, kar prispeva k temu, da 
vsebujejo liofililzati po ciklu z dvofaznim zamrzovanjem manj amorfnega polnila, iz 
katerega bi se lahko sprostila voda med shranjevanjem. Pri interpretaciji dobljenih 
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rezultatov moramo razlikovati med spremembami, ki vplivajo na kakovost produkta in 
spremembami, ki se odražajo le v videzu pogače. 
4.3.2 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Liofilizatom polnitev 1 ml in 2 ml smo po obremenitvi (2 meseca pri temperaturi 40 °C in 
relativni vlažnosti 75 %) določili tudi vsebnost sorodnih substanc ibuprofena z metodo 
tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. Rezultati so med seboj zelo primerljivi in 
kažejo (tabela XVI), da je vsebnost celokupnih nečistot pod 0,5 % (pod mejo navedbe – p. 
m. n.), vsebnost posameznih nečistot pa pod 0,05 %. Rezultati veljajo za oba cikla 
liofilizacije. 
Tabela XVI: Vsebnost sorodnih substanc 









LP-13 B: 0,02 % p. m. n. B: 0,02 % 
J: 0,03 % 
neznana: 0,10 
% 
p. m. n. 
LP-14 B: 0,01 % p. m. n. B: 0,02 % p. m. n. 
LP-18 B: 0,01 % p. m. n. B: 0,02 % p. m. n. 
LP-19 B: 0,01 % p. m. n. B: 0,02 % p. m. n. 
 
4.4 POSTAVITEV MODELA ZA SPREMLJANJE VSEBNOSTI 
REZIDUALNE VLAGE Z METODO NIRS 
Glede na to, da uvrščamo vsebnost vode v liofilizatu v skupino CQA, smo se v drugem 
delu naloge odločili preveriti, ali je NIRS primerna metoda oz. primerno orodje PAT za 
spremljanje vsebnosti vode v naših liofilizatih. Odločili smo se, da bomo analize opravili 
na dveh formulacijah, ki se razlikujeta v izbiri izotoničnega sredstva (LP-13 – natrijev 
klorid, LP-14 – manitol).  
Izbira liofilizacijskega cikla in volumna polnitve 
Iz naših rezultatov vidimo, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja pri vsebnosti rezidualne 
vode ne rezultira v liofilizatih z nižjo vsebnostjo rezidualne vode in ni zaželena niti z 
vidika vpliva na čas rekonstitucije. Vpeljava dvofaznega zamrzovanja prav tako ni 
potrebna za izboljšanje stabilnosti liofilizatov. Ob upoštevanju vseh dobljenih rezultatov 
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lahko zaključimo, da vpeljava dvofaznega zamrzovanja v cikel v našem primeru ni 
smiselna. Dodatni korak v liofilizacijskem ciklu prav tako poveča stroške proizvodnje, ki 
pa se jim želimo izogniti. Zaradi vpliva polnilnega volumna na vsebnost rezidualne vode in 
čas rekonstitucije kot optimalni volumen polnitve izberemo polnitev 1 ml.  
Zakaj model za spremljanje rezidualne vode z metodo NIRS 
Vsebnost rezidualne vode je ena izmed kritičnih lastnosti liofilizatov (1). Z ustrezno 
uporabo orodij PAT in ustrezno nadgradnjo lioiflizatorjev je lahko medprocesno 
spremljanje vsebnosti vode podlaga tako za določitev končne točke faze primarnega 
sušenja kot tudi sekundarnega sušenja (1, 14, 30). Pogosto se za določitev vsebnosti vode v 
liofilizatih uporablja Karl Fischer titracija, ki je destruktivna in dolgotrajna analiza. Na ta 
način lahko določimo vsebnost rezidualne vode le v določenem številu vzorcev iz celotne 
serije (47). V primerjavi s Karl Fischer titracijo je NIRS nedestruktivna tehnika in je torej 
uporabna za analizo večjega števila vzorcev. Analiza je prav tako hitrejša in ne zahteva 
posebne predpriprave vzorcev (33, 47). 
Mnogi avtorji (30, 33, 34, 47, 48) so NIRS uspešno uporabili za spremljanje procesa 
liofilizacije, predvsem za določitev vsebnosti vode v liofilizatih. Spekter, posnet v območju 
bližnje infrardeče spektroskopije (780–2500 nm) je odraz absorpcije svetlobe zaradi 
vibracijskih nihanj vezi z vodikom (C-H, N-H, O-H) v molekuli. Molekule vode v 
območju bližnje infrardeče spektroskopije močno absorbirajo pri valovnih dolžinah 1400–
1450 nm (5150 cm-1) in 1900–1940 nm (6900 cm-1), zato lahko NIRS uporabimo v 
kombinaciji s kemometričnimi metodami (PCA, PLS) za kvantitativno določitev vsebnosti 
vode v vzorcih (49). NIR-spektri vsebujejo kompleksne podatke, saj odražajo tako 
fizikalne kot kemijske lastnosti vzorca. Z ustrezno obdelavo spektrov (SNV, odvod 
Savitzky-Golay) zmanjšamo vpliv fizikalnih lastnosti, kot so morfologija vzorca, velikost 
delcev in gostota materiala. Ti se na spektru kažejo kot odboj svetlobe in šum. Uporaba 
orodij multiavariatne analize nam omogoča, da iz dobljene količine podatkov z ustrezno 
obdelavo le-teh izluščimo najpomembnejše komponente, ki prispevajo k variabilnosti 
podatkov in raziščemo povezave med spremenljivkami (50). 
Vzorčenje smo izvedli ob vnaprej določenih časovnih točkah med liofilizacijskim ciklom 
ter v vrednotenje vključili tudi končni produkt. Ker se vsebnost rezidualne vode v vzorcu 
med liofilizacijo najbolj spreminja v fazi primarnega sušenja, smo časovne točke za 
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analizo vzorcev izbrali v tej fazi. Vzorce smo po 17 h 55 min, 24 h 55 min, 28 h 55 min in 
30 h 55 min cikla liofilizacije odvzeli iz štirih pozicij (tabela XVII, slika 5). Odvzetim 
vzorcem smo najprej »at-line« posneli NIR-spektre (grafa 15 in 16) in jim »off-line« 
določili še vsebnost vode s Karl Fischer volumetrično titracijo. Podatke smo nato obdelali s 
programsko opremo Unscrambler (Version 11.0, Camo Analytics).  
Tabela XVII: Časovne točke vzorčenja med procesom 
Točka vzorčenja Temperatura 
produkta [°C] 
Čas 
[h : min] 
Analiza 
Primarno sušenje – 
dvig Tpolic na -10°C 
med –40 in –30 17 : 55 NIR + KF 
Primarno sušenje – 
dvig Tpolic na -5°C 
med –30 in 0 24 : 55 NIR + KF 
Konec primarnega 
sušenja – Tpolic 4 h 
na 5°C 
med 0 in 5 28 : 55 NIR + KF 
Začetek 
sekundarnega 
sušenja – dvig Tpolic 
na 30°C 
25 30 : 55 NIR + KF 
Konec cikla – Tpolic 
6 h na 30°C 





Graf 15 NIR-spektri za formulacijo LP-135 
 



















P1-1;18h P1-1;25h P1-1;29h P1-1;31h P1-1;37h P1-2;18h P1-2;25h
P1-2;29h P1-2;31h P1-2;37h P2-1;18h P2-1;25h P2-1;29h P2-1;31h
P2-1;37h P2-2;18h P2-2;25h P2-2;29h P2-2;31h P2-2;37h P3-1;18h
P3-1;25h P3-1;29h P3-1;31h P3-1;37h P3-2;18h P3-2;25h P3-2;29h
P3-2;31h P3-2;37h P4-1;18h P4-1;25h P4-1;29h P4-1;31h P4-1;37h
P4-2;18h P4-2;25h P4-2;29h P4-2;31h P4-2;37h P1;18h P1;25h





Graf 16 NIR-spektri za formulacijo LP-146 
4.4.1 Metoda glavnih komponent 
Pred postavitvijo modela za spremljanje vsebnosti rezidualne vode v liofilizatih smo 
izvedli analizo PCA. S slednjo smo preverili, koliko komponent (PC) opiše večji del 
variabilnosti med posnetimi NIR-spektri vzorcev in komponente poskusili tudi 
identificirati. 
Analiza PCA za formulacijo LP-13 pokaže, da lahko 99 % variabilnosti pripišemo 
komponenti PC-1. PC-2 lahko pripišemo le 1 % variabilnosti (graf 17). Pri formulaciji LP-
14 analiza PCA pokaže, da lahko 98 % variabilnosti pripišemo PC-1, PC-2 pa lahko 
pripišemo le 2 % variabilnosti (graf 18).  
 
















P1-1;18h P1-1;25h P1-1;29h P1-1;31h P1-1;37h P1-2;18h P1-2;25h
P1-2;29h P1-2;31h P1-2;37h P2-1;18h P2-1;25h P2-1;29h P2-1;31h
P2-1;37h P2-2;18h P2-2;25h P2-2;29h P2-2;31h P2-2;37h P3-1;18h
P3-1;25h P3-1;29h P3-1;31 P3-1;37h P3-2;18h P3-2;25h P3-2;29h
P3-2;31 P3-2;37h P4-1;18h P4-1;25h P4-1;29h P4-1;31h P4-1;37h
P4-2;18h P4-2;25h P4-2;29h P4-2;31h P4-2;37h P1;18h P1;25h





Graf 17 Pojasnjena varianca NIR-spektrov za formulacijo LP-13 
 
Graf 18 Pojasnjena varianca NIR-spektrov za formulacijo LP-14 
Na grafu 19 vidimo lastnosti spremenljivk, po katerih se podatki ločijo. V obeh primerih 
vidimo del NIR-spektra, ki ima izrazita vrhova pri valovnih dolžinah 5150 cm-1 in 6900 
cm-1. Spremembe v vzorcih lahko opišemo z eno komponento, tj. z vrhovi, ki so v NIR-




























































Graf 19 Koeficient PC-1 za formulaciji LP-13 in LP-14 
4.4.2 Metoda najmanjših kvadratov 
Z analizo PCA smo za obe formulaciji ugotovili, da lahko skoraj vso variabilnost med 
spektri pripišemo eni komponenti, tj. vrhovom, ki so v NIR-spektru značilni za vodo. Z 
metodo PLS smo v nadaljevanju preverili korelacijo med »at-line« in referenčno »off-line« 
metodo ter ali lahko postavimo model za spremljanje vsebnosti vode v liofilizatih z metodo 
NIRS. Kot referenčno metodo smo izbrali Karl Fischer volumetrično titracijo. 
NIR-spektre smo najprej obdelali s SNV-transformacijo (LP-13) oz. 1. odvodom Savitzky-
Golay (LP-14) in s tem zmanjšali vpliv same meritve na spektre. Rezultati pri obeh 
formulacijah kažejo, da lahko praktično vso (99 %) varianco rezultatov vsebnosti 
rezidualne vode, dobljenih z referenčno metodo, pojasnimo z enim faktorjem. V tabeli 
XVIII so prikazani parametri kalibracijskega in validacijskega modela ter napovedi, 
pridobljene z neodvisnimi podatki. Vrednost R2 nam pove, kako dobro se podatki iz NIR-
spektrov ujemajo s podatki referenčne metode. Vidimo, da so pri obeh formulacijah vse 
vrednosti R2 višje od 0,97 in nakloni blizu 1,00. To kaže na dobro korelacijo med 
referenčno in preiskovano metodo, torej med določitvami vsebnosti rezidualne vode z 
metodo KF in NIRS. Tudi vrednost RMSE (koren srednje kvadratne napake) je pri 
modeliranju in validaciji pri obeh formulacijah sprejemljiva za spremljanje vsebnosti vode 






















namenom določitve vsebnosti vode v končnem izdelku bi morali model optimizirati z 
dodatnimi meritvami izdelka v končni točki liofilizacije. 
Model PLS, definiran na podlagi kalibracijskega seta meritev, smo uporabili za napoved 
vsebnosti vode pripravljenega neodvisnega seta meritev. Glede na vrednosti, predstavljene 
v tabeli XVIII in na spodnjem grafu (graf 20) lahko zaključimo, da se izmerjeni in 
napovedani podatki zelo dobro ujamejo. 
 
Graf 20 Primerjava določene in napovedane vsebnosti rezidualne vode za formulaciji LP-13 in LP-14 
NIRS se je kot »at-line« metoda v našem primeru izkazala za uporabno in ustrezno metodo 
za spremljanje vsebnosti rezidualne vode v laboratorijskem merilu med procesom 
lioiflizacije. Pri sami analizi smo bili pozorni na to, da smo snemanje spektrov izvedli v 
najkrajšem možnem času od vzorčenja ter da je bila površina, skozi katero smo posneli 
spektre (dno viale), čista. Z vidika priprave vzorca je metoda NIRS v primerjavi z metodo 
KF manj zahtevna.  
Na podlagi rezultatov obeh formulacij smo torej pokazali visoko korelacijo med NIRS in 
Karl Fischer metodo ter lahko zaključimo, da je metoda NIRS ustrezna za spremljanje 


































Napovedana vsebnost rezidualne vode [%]
Primerjava določene in napovedane vsebnosti rezidualne vode v 







Tabela XVIII: Parametri metode PLS 
 Model Validacija Napovedna moč 
modela 
 R² Naklon RMSE R² Naklon RMSE R² Naklon 
LP-13 0,9864 0,9864 4,40 0,9855 0,9818 4,68 0,9806 0,9726 





Cilj procesa liofilizacije je produkt, ki ustreza kritičnim parametrom kakovosti, ki so nizka 
vsebnost rezidualne vode, velika specifična površina, hitra rekonstitucija ter ustrezna 
stabilnost. Kot smo ugotovili tudi sami, je pri določanju ustreznosti produkta potrebno 
upoštevati kompromis med prej omenjenimi parametri kakovosti, kar pa je včasih težko 
doseči. V nalogi smo za štiri formulacije, ki se med seboj razlikujejo v izbiri izotoničnega 
sredstva in sredstva za uravnavanje pH-vrednosti, raziskali vpliv dvofaznega zamrzovanja 
in volumna polnitve na kakovost končnega produkta. Uspešno smo postavili tudi model za 
medprocesno spremljanje vsebnosti vode v naših vzorcih. 
V prvem delu naloge smo ugotavljali vpliv formulacije, dvofaznega zamrzovanja in 
volumna polnitve na vsebnost rezidualne vode, specifično površino, čas rekonstitucije in 
stabilnost opazovanih vzorcev.  
Ugotovili smo, da ima volumen polnitve na vsebnost rezidualne vode večji vpliv kot 
vpeljava dvofaznega zamrzovanja, ter da je vsebnost rezidualne vode višja pri večjem 
volumnu polnitve. Večjo vsebnost rezidualne vode smo določili pri formulacijah z 
manitolom. Kljub vsemu pa vsi liofilizati glede tega parametra ustrezajo zahtevam 
(vsebnost rezidualne vode je manjša od 2 % m/m (3)). 
Pri vrednotenju specifične površine liofilizatov smo vpliv dvofaznega zamrzovanja opazili 
pri vseh formulacijah in je bil večji pri formulacijah z L-argininom (LP-13 in LP-14). 
Vpliv volumna na specifično površino smo pri osnovnem ciklu opazili le pri eni 
formulaciji z manitolom (LP-14), pri ciklu z dvofaznim zamrzovanjem pa pri obeh (LP-14 
in LP-19). Pri formulacijah z natrijevim kloridom je vpliv volumna polnitve manjši 
(zanemarljiv).  
Volumen polnitve in vpeljava dvofaznega zamrzovanja v cikel v večini primerov vplivata 
na čas rekonstitucije liofilizatov. Rekonstitucijski čas se v večini primerov podaljša pri 
povečevanju volumna polnitve in vpeljavi dvofaznega zamrzovanja. Naši rezultati prav 
tako kažejo, da lahko čas rekonstitucije povežemo s specifično površino liofilizatov. Na 
čas rekonstitucije vpliva še izbira sredstva za uravnavanje izotoničnosti, pri čemer imajo 
daljši čas rekonstitucije liofilizati z manitolom. 
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Pri analizi stabilnosti liofilizatov smo ugotovili, da je pri vpeljavi dvofaznega zamrzovanja 
izgled kolača liofilizatov z manitolom po stabilnostnem testiranju nespremenjen v 
primerjavi z izgledom kolača pri osnovnem ciklu, kjer po stabilnostnem testiranju opazimo 
spremembe. Pri liofilizatih z natrijevim kloridom pa izgled kolača pri liofilizatih cikla z 
dvofaznim zamrzovanjem ni boljši v primerjavi z izgledom liofilizatov osnovnega cikla. 
Izgled kolača liofilizatov z manitolom je v primerjavi z izgledom liofilizatov z natrijevim 
kloridom po izpostavitvi stresnim pogojem (2 meseca pri 40 °C in relativni vlažnosti 75 %) 
boljši (opazimo manj sprememb). Formulaciji z manitolom vsebujeta tudi manjši delež 
(m/m) rezidualne vode. Volumen polnitve vpliva na izgled kolača le pri formulacijah z 
NaCl. Rezultati analize HPLC so pokazali, da je stabilnost vseh liofilizatov volumnov 
polnitve 1 ml in 2 ml med seboj primerljiva in ustrezna, kar je bilo glede na kemijske 
lastnosti izbrane ZU pričakovano. 
Postavljene hipoteze smo delno potrdili. Vpliv volumna polnitve smo opazili pri vseh 
opazovanih parametrih kakovosti liofilizatov, medtem ko tega ne moremo trditi za vpliv 
dvofaznega zamrzovanja. Vpeljava dvofaznega zamrzovanja ni vplivala na vsebnost 
rezidualne vode in stabilnost oz. izgled kolača liofilizatov z NaCl. Vpliv procesnih 
parametrov je bil res večji na formulacije z manitolom, kar smo opazili predvsem pri 
rezultatih časa rekonstitucije in vrednotenju izgleda kolača liofilizatov. Opazili smo še, da 
kritični parametri kakovosti liofilizatov vplivajo tudi eden na drugega (vpliv specifične 
površine na vsebnost rezidualne vode in čas rekonstitucije, vpliv vsebnosti rezidualne vode 
na stabilnost). 
Na podlagi dobljenih rezultatov smo kot optimalno izbiro določili osnovni cikel in 
volumen polnitve 1 ml. Vpliv polnilnega volumna in vpeljave dvofaznega zamrzovanja 
smo ocenjevali s pomočjo grafov. Na ta način smo težko ocenili povezave med vsemi 
spremenljivkami. Namesto tega bi lahko podatke obdelali z multivariatno analizo 
rezultatov vrednotenja liofilizatov, izdelanih v skladu z eksperimentalnim načrtom (DoE). 
Na ta način bi bili rezultati na voljo v krajšem času in podkrepljeni s statističnimi 
analizami programske opreme v ozadju. S pristopom DoE lahko določimo tudi 
eksperimentalne meje procesa in lažje identificiramo povezave med opazovanimi 
parametri (24). 
Z metodo PLS smo postavili model za spremljanje rezidualne vode z metodo NIRS v 
liofilizatih dveh izbranih formulacij. Za spremljanje vsebnosti vode smo se odločili, ker 
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vidimo v tem veliko možnosti za optimizacijo cikla, pa tudi zato, ker je »off-line« metoda 
za določitev vsebnosti vode v produktu, Karl Fischer titracija, časovno potratna in 
destruktivna. Z dobro korelacijo metode NIRS z referenčno metodo smo potrdili, da je 
NIRS primerna metoda za spremljanje vsebnosti vode v liofilizatih.  
Tako FDA v smernicah za farmacevtsko industrijo (23) kot tudi ICH v smernicah Q8 (22) 
poudarjata pomen uporabe orodij PAT v farmacevtski industriji. Z orodji PAT lahko med 
liofilizacijo spremljamo kritične lastnosti produkta in tako omogočimo optimizacijo 
procesa v realnem času. V nalogi smo ugotovili, da metodo NIRS lahko uporabimo za 
medprocesno spremljanje vode v liofilizatih. V nadaljevanju bi bilo zanimivo raziskati, ali 
lahko orodja PAT uporabimo tudi za spremljanje drugih lastnosti liofilizata, kot npr. 
spremljanje polimorfne oblike manitola z ramansko spektroskopijo, napoved časa 
rekonstitucije ali specifične površine liofilizatov. Lahko bi preverili tudi, ali oz. kako 
pozicija vzorca med liofilizacijo vpliva na parametre kakovosti produkta. Še posebej 
uporabno za načrtovanje procesa liofilizacije bi bilo spremljanje dogajanja v vzorcu v fazi 
zamrzovanja s komplementarnimi orodji PAT, kot sta ramanska spektroskopija in NIRS. 
Sočasna uporaba komplementarnih orodij PAT bi dodatno prispevala k razumevanju 
procesa ter interakcij med formulacijskimi in procesnimi parametri, ki se odražajo v 
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Priloga 1: graf programske opreme liofilizatorja za osnovni cikel LP-13 in LP-14 
legenda: PT1: LP-14, 2 ml; PT2: LP-13, 2 ml; PT3: LP-14, 3 ml; PT4: LP-13, 3 ml 
Priloga 2: graf programske opreme liofilizatorja za osnovni cikel LP-18 in LP-19 
 
legenda: PT1: LP-19, 2 ml; PT2: LP-18, 2 ml; PT3: LP-19, 3 ml; PT4: LP-18, 3 ml 
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Priloga 3: graf programske opreme liofilizatorja za cikel z dvofaznim zamrzovanjem LP-
13 in LP-18 
 
legenda: PT1: LP-18, 2 ml; PT2: LP-13, 2 ml; PT3: LP-18, 3 ml; PT4: LP-13, 3 ml 
Priloga 4: graf programske opreme liofilizatorja za cikel z dvofaznim zamrzovanjem LP-
14 in LP-19 
 
legenda: PT1: LP-19, 2 ml; PT2: LP-14, 2 ml; PT3: LP-14, 3 ml; PT4: LP-19, 3 ml 
